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(57) Abstract 

The invention concerns 
the genome sequence and the 
nucleotide sequences coding for 
the PWD circovirus polypeptides, 
such as said circovirus structural 
and non-structural polypeptides, 
and vectors including said 
sequences and cells or animals 
transformed by said vectors. 
The invention also concerns 
methods for detecting said 
nucleic acids or polypeptides 
and kits for diagnosing infection 
by a PWD circovirus. The 
invention further concerns a 
method for selecting compounds 
capable modulating the viral 
infection. Finally the invention 
concerns pharmaceutical, in 
particular vaccine, compositions 
for preventing and/or treating 
viral infections caused by PWD 

circovirus and the use of said vector for preventing and/or treating diseases by gene therapy. 
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A_EXPERIUENfAL REPRODUCTION OF PWD BY INOCULATING CRUSHED MATERIALS OF PWD- INFECTED BREEDING PIG ORGANS 

□-EXPERIMENTAL REPRODUCTION OF PWD 

C PREPARING CRUSHED MATERIALS OF ORGANS 

□—ELECTRONIC MICROSCOPIC DISPLAY OF A VIRUS RELATED TO A CIRCOVIRUS 

E_NO EXPERIMENTAL REPRODUCTION OF PWD 

F„ t CLONING OF PWD-RELATED ORCOVTRUS 

G_PRODUCMG A PWD-SPEODC ANTISERUM 

HlJN VITRO CULTURE OF AN AGENT REACTING TO PWD ANTISERUM 

^SEROCONVERSION OF PIGS AGAINST REP PROTEIN OF PWD-RELATED QRCOWUJS 

^SEROCONVERSION OF PIGS AGAMST REP PROTEIN OF PWO-RELATEO ORCOVKUS 



(57) Abre*g£ 1 

L' invention a pour objet la sequence genomique et des sequences nucleotidiques codant pour des polypeptides de circovirus MAP, 
tels que les polypeptides structuraux et non structuraux dudit circovirus, aihsi que des vecteurs incluant lesdites sequences et cellules ou 
animaux transformed par ces vecteurs. L* invention concerne egalement des proc€des de detection de ces acides nucl6iques ou polypeptides 
et des kits de diagnostic d'infection par un circovirus MAP. L'invention vise aussi une m&hode de selection de composes capables de 
moduler T infection virale. L'invention comprend enfin des compositions pharmaceutiques, notamment vaccinales, pour la pr6vention et/ou 
le traitement d'infections virales par circovirus MAP ainsi que Tutilisation de vecteur selon rinvention pour la prevention et/ou le traitement 
de maladies par therapie genique. 
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I 

SEQUENCES DE CIRCOVIRUS ASSOCIE A LA MALADIE DE L'AMAIGRISSEMENT DU PORCELET (MAP) 



5 

L'invcntion a pour objet la sequence gcnomiquc ct des sequences nucldotidiqucs 
codant pour des polypeptides de circovirus MAP, tels que lespolypeptides structuraux 
et non structuraux dudit circovirus, ainsi que des vecteurs incluant lesdites sequences ct 
cellules ou animaux transformes par ces vecteurs. L'invention concerne egalement des 

10 procedes de detection de ces acides nucleiques ou polypeptides et des kits de diagnostic 
d'infection par le circovirus MAP. L'invention vise aussi une methode de selection de 
composes capables de moduler ['infection virale. L'invention comprend enfin des 
compositions pharmaceutiques, notamment vaccinalcs, pour la prevention et/ou le 
traitement d'infections virales par circovirus MAP ainsi que l'utilisation de vectcur 

15 selon l'invention pour la prevention et/ou le traitement de maladies par thcrapie 
genique. 

La maladic de Pamaigrisscmcnt du porcelct (MAP) ou encore appcle 
depcrisscment fatal du porcelct (DFP) a etc largcmcnt decrite en Amcriquc du Nord 
(Harding, J.C., 1997), ct des auteurs ont rapportc I'cxistcncc d'unc relation cntrc ccttc 

20 pathologie et la presence de circovirus porcin (Daft, B. et al., 1996 ; Clark, E.G., 1997 ; 
Harding, J.C., 1997 ; Harding, J.C. et Clark, E.G., 1997 ; Nayar, G.P. et al, 1997). Un 
circovirus porcin a deja ete mis en evidence dans des cultures cellulaires derivees de 
pore etablies en lignee et infectees chroniquement (Tischer, I., 1986, 1988, 1995 ; 
Dulac, G.C., 1989 ; Edwards, S., 1994 ; Allan, G.M., 1995 et McNeiily, F., 1996). Ce 

25 virus, lors d'infection experimental de porcelets, ne se revclait pas pathogene pour le 
pore (Tischer, I., 1986, Horner, G.W., 1991) et sa sequence nucleotidiquc a etc 
determinee et caracterisee (Tischer, 1., 1982 ; Meehan, B.M.ct al., 1997 ; Mankcrtz, A., 
1997). Le circovirus porcin, denommc virus PCV, fait partie du genre circovirus de la 
famille des circoviridae (Murphy, F.A. et al., 1995) dont le virion possede un ADN 

30 circulaire de taille compris entre 1,7 et 2,3 kb, ADN qui comprend 3 cadres ouvcrts de 
lecture (ORF1 a ORF3), codant pour une proteine de replication REP impliquee dans la 
phase d'initiation et de terminaison de la replication circulaire deroulante (RCR) 
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(Heyraud-Nitschke, F., et al., 1995 ; Harding, M.R. et a!., 1993 ; Hanson, S.F. et a!., 
1995 ; Fontcs, E.P.B. ct al., 1994), codant pour unc protcine dc capside (Boulton.L.H. et 
al., 1997 ; Hackland, A.F. et al., 1994 ; Clui, P.W.G. ct at., 1993 ct codanl pour unc 
protcine non structuralc ditc dc dissemination (Lazarowitz, S O. et al., 1989). 

5 Lcs autcurs dc la prcscnlc invention onl rcmarquc que les manifestations 

cliniqucs pcrceptibles chcz le pore et liees & Pinfection par le circovirus MAP, sont tres 
individualists. Ces manifestations apparaissent en general sur des pores dc 8 a 12 
semaines d'age, sevres depuis 4 a 8 semaines. Les premiers signcs sont Phypotonic sans 
qu'on puisse parler de prostration. Rapidement (48 heures), les flancs se creusent, la 

to ligne du dos se dessine, les pores "blanchissent". Ces signes s'accompagnent en general 
d'hyperthermie, d'anorexie et le plus souvent de manifestations respiratoires (toux, 
dyspnee, polypnee). Des diarrhees transitoires peuvent egalement apparaitre. La phase 
d'etat de la maladic dure environ un mois au terme de laquelle les taux de mortalite 
varient de 5 a 20 %. A ces mortalites il convient d'ajoutcr unc proportion variable (5- 

15 10 %) d'animaux cadaveriques ne pouvant plus representor un avenir economique. II est 
a noter qu'en dehors de ce stade critique de fin dc post-sevrage, aucune anomalie 
n'apparait dans les elevages. En particulicr, la fonction dc reproduction est parfaitcmcnt 
maintcnuc. 

Sur le plan epidemiologique, les preniicrcs manifestations dc cettc pathologic 
20 sont apparues au debut de 1995 dans TEst du departcment des Cotes d 1 Armor en France, 
et les elevages atteints sont surtout cantonnes dans cette zone du departemcnt. En 
decembre 1996, le nombre des elevages concernes ne peut etre evalue avec precision en 
raison de Tabsence de methode de diagnostic specifique au laboratoire ni de dispositif 
d'epidemiosurveillance du cheptel. En se basant sur les faits cliniques ainsi que sur des 
25 resultats d'examens necropsiques fournis par les veterinaires, on peut estimcr ce nombre 
a plusieurs dizaines (80-100). La contagiosity de la maladie est faiblc a moderec. Des 
cas sont signales en dehors de la zone initiale et font suite pour la plupart au transfcrt 
d'animaux venant d'elevages connaissant le probleme. En revanche, unc particularite de 
raflection est sa forte remanence. Ainsi, des elevages atteints depuis unc annee sont-ils 
30 toujours concernes en depit de Papplication massive de therapeutiques. Les elevages a 
expression clinique se recrutent dans les differentes categories de specialisation 
(naisseurs-engraisseurs, post-sevreurs-engraisseurs) et differentes structures 
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economiques sont conccrnees. Par ailleurs, les troubles apparaisscnt meme dans des 
elevages oii les regies de la zootechnie sont respectees. 

Dc nombreux cxamcns nccropsiqucs ont etc realises soit dans les elevages soit 
au laboratoirc. Les elements du tableau lesionnel sont disparates. Les ldsions macro- 
scopiques les plus constantes sont de la pneumonic qui sc prcscntc parfois en damier 
ainsi qu'une hypertrophic des ganglions lymphatiques. Les autres ldsions concernent 
surtout les visceres thoraciques dont notamment pericardite ct pleuresic. Mais des 
arthrites, des ulc£res gastriques sont egalemcnt observes. Les lesions revelees a 
l'examen histologique se situent essentiellement au niveau pulmonaire (pneumonic 
10 interstitielle), ganglionnaire (depletion lymphoide des noeuds lymphatiques, cellules 
geantes) et renal (glomerulonephrite, vascularite). Les agents infectieux ont fait Pobjet 
de recherches larges. ^intervention des pestivirus et de la maladie d'Aujeszky a pu etre 
exclue. Les troubles apparaissent dans les troupeaux SDRP (Syndrome Dysgenesique et 
Respiratoire Porcin, infection liee a un arteriovirus) seropositif, mais le role de ce 
15 dernier dans la genese des troubles n'a pu etre etabli (la majorite des elevages de 
Bretagne sont SDRP seropositifs). 

Les autcurs de la presentc invention, dans le but d'identifier Vagcnt ctiologiquc 
responsable dc la MAP, ont realise des cprcuves dc "contact" entrc porcclcts 
manifestement "malades" et des pores EOPS (Exempts d'Organismcs Pathogcncs 
20 Specifiques) du CNEVA (Centre National d'Etudes Veterinaires et Alimentaires, 
France). Ces epreuves ont permis d'observer le developpement dans les animaleries 
protegees des manifestations comparables a cellcs observees en elevage. Les 
manifestations discretes telles que Phyperthermie moderee, Panorexie et la diarrhee 
intermittente, sont apparues apres une semaine de contact. II faut noter que le virus 
25 SDRP n'a diffuse que post£rieurement aux manifestations cliniques. Par ailleurs, des 
inoculations de broyats d'organes d'animaux malades a des pores sains a permis dc 
reproduire des manifestations apparentees a celles observees dans les elevages, avee 
cependant une incidence moins forte liee aux conditions favorables d'entretien des 
animaux dans les installations experimentales. 
30 Ainsi, les auteurs de la presente invention ont pu mettre en evidence que les 

manifestations pathologiques se prcsentent comme une entile bien definie afTcctant le 
pore a un stade particulier de sa croissance. 
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Cette pathologie n'a jamais ete decrite en France. Toutefois, des informations 
eparses notamment canadicnnes rclatcnt de faits apparcntes. 

Lcs troubles nc pcuvcnt ctre maitrisds par Ics therapcutiqucs cxistantcs. 
Lcs donnccs recoltecs tant cn clcvagc qu'cn experimentation ont pcrmis de 
5 mettre cn relief lcs points suivants : 

- la maladie MAP est transmissible mais sa contagiosity est peu 6Ievee, 

- son origine etiologique est de nature infectieuse et probablcment virale, 

- la maladie MAP pr&ente un caractere persistant dans les elevages atteints. 

II s'ensuit des consequences economiques considerables pour les dlevages. 
10 Ainsi, un besoin important a ce jour concerne un diagnostic specifique et 

sensible, de realisation pratique et rapide, permettant le depistage precoce de I'infection. 
Un test fiable, sensible et pratique, qui permette la distinction entre souches de 
circovirus porcin (PCV) est done fortement desire. 

D'autre part, un besoin de traitement efTicace, et bien tolere des infections a 
15 circovirus MAP reste egalement desire, aucun vaccin aujourd'hui n*est disponible contre 
le circovirus MAP. 

S'agissant du circovirus MAP, il faudra probablcment comprendre le role de la 
defense immunitaire dans la physiologic et la pathologic de la maladie pour dcvclopper 
des vaccins satisfaisants. 

20 Une information plus ample conccrnant la biologie de ccs souches, leurs 

interactions avec leurs botes, les phenomenes d'infectivite associes et ceux 
d*echappement aux defenses immunitaires de Phote notamment, et leur implication enfin 
dans le developpement des pathologies associees, permettra une meilleure 
comprehension de ces mecanismes. Compte tenu de ce qui precede et qui montrc en 

25 particulier les limitations des moyens de lutter contre Tinfection par le circovirus MAP, 
il est done primordial aujourd'hui d*une part de developpcr des outils moleculaires, 
notamment a partir d f une meilleure connaissance genetique du circovirus MAP, mais 
egalement de mettre au point de nouveaux traitcmcnts prcventifs et therapcutiqucs, des 
nouvelles methodes de diagnostic et de nouvelles strategics vaccinales specifiqucs > 

30 efficaces et totertes. Ceci est precisement Pobjet de la presente invention. 
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La presente invention a pour objet les sequences nuclcotidiques du genome de 
circovirus MAP choisies parnii les sequences SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, SEQ ID 
N° 9 t SEQ ID N° 10 ou un dc leurs fragments. 

Les sequences nucleoiidiques dc sequences SEQ ID N° I cl SEQ ID N° 2 
5 correspondent respectivement a la sequence genomique du brin de polarite (+) ct du brin 
de polaritd (-) du circovirus MAP de type A (ou PCVA), la sequence SEQ ID N° 2 ctant 
representee suivant Porientation 5* — > 3\ 

Les sequences nucleoiidiques de sequences SEQ ID N° 9 et SEQ ID N° 10 
correspondent respectivement a la sequence genomique du brin de polarite (+) et du brin 
10 de polarite (-) du circovirus MAP de type B (ou PCVB) la sequence SEQ ID N° 10 etant 
representee suivant Indentation 5' -» 3\ 

La presente invention a egalement pour objet des sequences nucleoiidiques 
caracterisees en ce qu'elles sont choisies parmi : 

a) une sequence nucleotidique de fragment specifique d'une sequence SEQ ID N° 1, 
15 SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 9, SEQ ID N° 10 ou un de leurs fragments ; 

b) une sequence nucleotidique homologuc a une sequence nucleotidique telle que 
definie en a) ; 

c) une sequence nucleotidique complementairc d*unc sequence nucleotidique telle que 
definie en a) ou b), et une sequence nucleotidique de leur ARN corrcspondant ; 

20 d) une sequence nucleotidique capable dc s'hybridcr dans des conditions stringentes 
avec une sequence telle que definie en a), b), ou c) ; 
e) une sequence nucleotidique comprenant une sequence telle que definie en a), b) v c) 
ou d) ; et 

0 une sequence nucleotidique modifiee d'une sequence nucleotidique telle que 
25 definie en a), b), c), d) ou e). 

On entendra par sequence nucleotidique, polynucleotide ou acide nuclcique, 
selon la presente invention, aussi bien un ADN double brin ou simple brin dans des 
formes monomeriques et dimdriques (dites en tandem) que des produits dc transcription 
desdits ADNs. 

30 II doit etre compris que la presente invention ne concerne pas les sequences 

nucleotidiques genomiques prises dans leur environnement naturel, e'est-a-dire a Petal 
nature!. II s'agit de sequences qui ont pu etre isotees, purifiees ou partiellement 
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purifiees, a partir de methodes de separation telles que par cxemple la chromatographic 
par cchangc d*ions, par exclusion basec sur la laille molcculaire, ou par affinitc, ou 
encore les techniques de fractionncmcnt basccs sur la solubilitc dans difTdrcnts solvants, 
ou i\ partir dc methodes du genie genctiquc telles que Pamplification, le clonagc ct le 

5 sous-clonagc, les sequences de ('invention pouvant etrc portccs par des vecteurs. 

Les sequences nucleotidiqucs SEQ ID N° 1 et SEQ ID N° 9 ont <Ste obtenucs par 
sequengagc du genome par la methode de Sanger. 

Par fragment de sequence nucleotidique selon Pinvention, on cntendra designer 
tout fragment nucleotidique du circovirus MAP, type A ou B, de longueur d'au moins 8 

K) nucleotides, de preference au moins 12 nucleotides, et encore plus preferenticllement au 
moins 20 nucleotides consecutifs de la sequence dont il est issu. 

Par fragment specifique de sequence nucleotidique selon P invention, on 
entendra designer tout fragment nucleotidique du circovirus MAP, type A ou B, 
presentant, apres alignement et comparaison avec les fragments correspondants de 

15 circovirus porcins connus, au moins un nucleotide ou base de nature differente. Par 
exemplc, les fragments nucleotidiqucs specifiques du circovirus MAP de type A 
pcuvent facilement etrc determines en sc rcportant a la figure 3 dc la prcscntc invention 
dans laquelle sont mis en evidence les nucleotides ou bases dc la sequence SEQ ID N° 1 
(circopordfp) qui sont de nature differente, apres alignement dc laditc sequence SEQ ID 

20 N° 1 avec les deux autres sequences de circovirus porcin connucs (circopormcch et 
circopormank). 

Par sequence nucleotidique homologue au sens de la presente invention, on 
entend une sequence nucleotidique presentant au moins un pourcentage d'identite avec 
les bases d'une sequence nucleotidique selon Pinvention d'au moins 80 %, dc 
25 preference 90 % et 95 %, ce pourcentage etant purement statistique et les differences 
entre les deux sequences nucleotidiques pouvant etre reparties au hasard et sur toute leur 
longueur. 

Par sequence nucleotidique homologue specifique au sens dc la presente 
invention, on entend une sequence nucleotidique homologue presentant au moins unc 
30 sequence nucleotidique de fragment specifique, telle que definic precedemment. 
Lesdites sequences homolpgues "specifiques" peuvent comprendre, par exemple, les 
sequences correspondant a la sequence genomique ou aux sequences de ses fragments 
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representatifs de variants de circovirus MAP de type A ou B. Ces sequences 
homologues specifiques pcuvent ainsi corrcspondrc a dcs variations I ices a des 
mutations au sein dcs souchcs dc circovirus MAP dc type A ct B, ct corrcspondrc 
notammcnt a dcs troncaturcs, substitutions, deletions et/ou additions d'au mbins un 

5 nucleotide. Lesditcs sequences homologues pcuvent egalcment corrcspondrc a dcs 
variations liees a la degenerescence du code genetiquc. 

Dans la presente description, on entendra designer par circovirus MAP, les 
circovirus associes a la maladic de I'amaigrissement du porcelet (MAP) de type A 
(PCVA) ou de type B (PCVB), ci-apres ddfinis par leur sequence genomique, ainsi que 

10 les circovirus dont les sequences nucleiques sont homologues aux sequences des 
circovirus MAP de type A ou B, tels que notamment les circovirus correspondant a des 
variants du type A ou du type B. 

Par sequence nucleotidique complementaire d'une sequence dc ['invention, on 
entend tout ADN dont les nucleotides sont complementaires de ceux de la sequence de 

15 Pinvention, et dont ['orientation est inversec (sequence antiparallele). 

On entend par hybridation dans des conditions de slringcnce avee une sequence 
nucleotidique selon I'invcntion, une hybridation dans dcs conditions dc temperature ct 
de force ionique choisics dc telle manicrc qu'cllcs pcrmcttcnt Ic mainticn dc 
I'hybridation entre deux fragments d' ADN complementaires. 

20 A titre illustratif, des conditions de forte stringence de Petape d'hybridation aux 

fins de definir les fragments nucleotidiques decrits ci-dessus, sont avantageusement les 
suivantes. 

L' hybridation est realis^e a une temperature preferentielle de 65°C en presence 
de tampon SSC, 1 x SSC correspondant a 0,15 M NaCI et 0,05 M citrate de Na. Les 
25 etapes de lavage peuvent, par exemple, etre les suivantes : 

- 2 x SSC, a temperature ambiante suivi de 2 lavages a 2 x SSC, 0,5 % SDS a 65°C ; 
2 x 0,5 x SSC, 0,5 % SDS ; a 65°C pendant 10 minutes chacun. 

Les conditions de stringence intermediaire, en utilisant par exemple une 
temperature de 42°C en presence d'un tampon 2 x SSC, ou de faible stringence, par 
30 exemple une temperature de 37°C en presence d'un tampon 2 x SSC, requierent 
respectivement pour Phybridation entre les deux sequences une complementarite 
globale moins importante. 
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Les conditions stringentes d'hybridation decritcs ci-avant pour un 
polynucleotide d'une taillc d'environ 350 bases, seront adaptccs par I'hommc du metier 
pour des oligonucleotides dc taillc plus grandc ou plus petite, scion rcnscigncnicnt de 
Sambrook et al., 1989. 

5 Parmi les sequences nucleotidiques scion rinvention, on prefere cgalement 

cclles utilisablcs commc amorce ou sonde dans des methodes pcrmctiant d'obtcnir les 
sequences homologues selon rinvention, ces methodes telles que la reaction en chainc a 
la polymerase (PGR), le clonage et le sequen?age d'acide nucleique etant bien connues 
de rhomme de Tart. 

10 Parmi lesdites sequences nucleotidiques selon rinvention, on prefere encore 

celles utilisables comme amorce ou sonde dans des mdthodes permettant de 
diagnostiquer la presence de circovirus MAP ou Tun de ses variants telles que dermics 
ci-apres. 

On prefere egalement les sequences nucleotidiques selon rinvention capables de 

15 moduler, d'inhiber ou d'induire P expression dc gene de circovirus MAP, et/ou capables 
de moduler le cycle de replication dc circovirus MAP dans la cellule ct/ou Torganisme 
hote. On cntendra designer par cycle dc replication, Finvasion, la multiplication de 
circovirus MAP, ct sa propagation cellules botes a cellules hotcs dans Torganisme hote. 
Parmi lesdites sequences nucleotidiques selon rinvention, on prefere enfin cclles 

20 correspondant a des cadres ouvcrts de lecture, denommcs sequences ORF (ORF pour 
"open reading frame"), et codant pour des polypeptides, telles que par exemplc les 
sequences SEQ ID N° 3 (ORF1), SEQ ID N° 4 (ORF2) et SEQ ID N° 5 (ORF3) 
correspondant respectivement aux sequences nucleotidiques comprises entre les 
positions 47 a 985 d&erminees par rapport a la position des nucleotides sur la sequence 

25 SEQ ID N° 1, les positions 1723 a 1022 et les positions 658 a 38 par rapport a la 
position des nucleotides sur la sequence SEQ ID N° 2 (representee suivant Porientation 
3' — > 5*), les extremites etant comprises, ou encore les sequences SEQ ID N° II 
(ORF 1 1), SEQ ID N° 12 (ORF2) et SEQ ID N° 13 (ORF'3), correspondant 
respectivement aux sequences comprises entre les positions 51 a 995 determinees par 

30 rapport a la position des nucleotides sur la sequence SEQ ID N° 9, les positions 1734 a 
1033 et les positions 670 a 357, les positions etant determinees par rapport a la position 
des nucleotides sur la sequence SEQ ID N° 10 (representee suivant V orientation 3* ~> 
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5'), les extremites dtant comprises. 

Les fragments dc sequence nucleotidique scion Pinvention pcuvent clrc obtcnus 
par cxcmplc par amplification spdeifique, telle que la PCR, ou aprcs digestion par des 
enzymes dc restriction approprices dc sequences nucleotidiques scion l*invcntion, ces 
5 milhodes sont en particulier decrites dans Pouvragc dc Sambrook et al., 1989. Cesdits 
fragments rcpr&cntatifs pcuvent cgalcmcnt etre obtcnus par symhese chimique lorsque 
leur taille n'est pas trop importante et selon des mcihodcs bicn connues de rhomme de 
Tart. 

Par sequence nucleotidique modifiee, on entendra toute sequence nucleotidique 
l() obtenue par mutagenese selon des techniques bien connues de rhomme de Part, et 
cornportant des modifications par rapport aux sequences normales selon P invention, par 
exemple des mutations dans les sequences regulatrices et/ou promotrices de 
('expression de polypeptide, notamment conduisant a une modification du taux 
depression dudit polypeptide ou a une modulation du cycle replicatif. 
15 Par sequence nucleotidique modifiee, on entendra egalemcnt toute sequence 

nucleotidique codant pour un polypeptide modifie tel que defini ci-aprcs. 

La prcsentc invention a pour objet des sequences nucleotidiques de circovirus 
MAP selon Pinvcntion, caractcrisecs en cc qu'cllcs sont choisies parmi les sequences 
SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 1 1, SEQ ID N° 12 , SEQ ID 
20 N° 13 ou un de Ieurs fragments. 

L/invention concerne egalement les sequences nucleotidiques caracterisees en ce 
qu^elles comprennent une sequence nucleotidique choisie parmi : 

a) une sequence nucleotidique SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5, 
SEQ ID N° 1 i, SEQ ID N° 12, SEQ ID N° 13 ou un de leurs fragments ; 
25 b) une sequence nucleotidique de fragment specifique d'une sequence telle 

que definie en a) ; 

c) une sequence nucleotidique homologuc cornportant au moins 80 % 
d'identitc avec une sequence telle que definie en a) ou b) ; 

d) une sequence nucleotidique complemcntaire ou d*ARN correspondant a 
30 une sequence telle que definie en a), b) ou c) ; et 

e) une sequence nucleotidique modifiee d'une sequence telle que definie en 
a), b), c), ou d). 
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En ce qui concerne I'homologie avec les sequences nuclcotidiques SEQ ID N° 3, 
SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° II, SEQ ID N° 12. SEQ ID N° 13 ou un dc 
Icurs fragments, on prcferc les sequences homologucs, notammcnt specifiqucs, 
prescntant un pourccntagc d'identite avec Tunc des sequences SEQ ID N° 3, SEQ ID 

5 N° 4, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 1 1, SEQ ID N° 12, SEQ ID N° 13 ou un de teurs 
fragments d'au moins 80 %, de preference 90 % et 95 %. Lcsditcs sequences 
hoinologucs specifiques peuvent comprendrc, par exemplc, les sequences correspondent 
aux sequences ORF1, ORF2, ORF3, ORF'l, ORF'2 et ORP3 de variant de circovirus 
MAP de type A ou de type B. Ces sequences homologues specifiques peuvent de la 

10 meme maniere corresponds a des variations liees a des mutations au sein des souches 
de circovirus MAP de type A ou de type B et correspondrc notamment a des 
troncatures, substitutions, deletions et/ou additions d'au moins un nucleotide. 

Parmi les sequences nucleotidiques selon I'invention, on prefere notamment la 
sequence SEQ ID N° 1 1 qui presente une homologie comportant plus dc 80 % d'identite 

15 avec la sequence SEQ ID N° 3, ainsi que la sequence SEQ ID N° 12. 

De maniere preferee, I'invention est relative aux sequences nuclcotidiques scion 
I'invention, caracterisecs en cc qu'elles comprenncnt une sequence nucleotidiquc 
choisie parmi les sequences suivantes : 



a) 

20 b) 



170 5" TGIGGQGA 3'; 
450 5' AGTTTCCT 3' ; 



c) 
d) 
e) 
0 



1026 5' T£ATTTAGAGGGTCTTTCAG 3' ; 



25 g) 



1074 5* GTCAACCT 3" ; 
1101 5" GTGGTTGC 3' ; 
1123 5' AGCCCAGG 3' ; 
1192 5' TTGG£TGG3'; 



h) 
i) 
J) 
k) 



1218 5' TCTAGCTCTGGT 3' ; 
1501 5' ATCTCAGCT£GT 3' ; 
1 536 5' TGTCCTCCT£TT 3' ; 



1563 5' TCT£TAGA 3'; 
1632 5' TGTACCAA 3'; 



30 1) 
m) 



1686 5' TCCGTCTT 3' ; et leur sequence complementaire. 



WO 99/29871 



PCT/FR98/02634 



11 

Dans la liste des sequences nucieolidiques a)-m) ci-dessus, les nucleotides 
souligncs sont mutes par rapport aux deux sequences connucs dc circovirus non 
pathogencs pour le pore. Le nombrc precedent la sequence nuclcotidiquc rcprescnte la 
position du premier nucleotide dc laditc sequence sur la sequence SEQ ID N° I . 

5 L'invention comprend les polypeptides codes par unc sequence nuclcotidiquc 

scion rinvenlion, de preference un polypeptide dont la sequence est representee par un 
fragment, notamment specifique, d'une des 6 sequences d'acides amines representees a 
la figure 2, ces 6 sequences decides amines correspondant aux polypeptides pouvant 
etrc codes suivant Tun des 3 cadres de lecture possibles de la sequence SEQ ID N° 1 ou 

10 de la sequence SEQ ID N° 2, ou un polypeptide dont la sequence est representee par un 
fragment, notamment specifique, d'une des 6 sequences d'acides amines representees a 
la figure 8, ces 6 sequences d'acides amines correspondant aux polypeptides pouvant 
etre codes suivant Tun des 3 cadres de lecture possible de la sequence SEQ ID N° 9 ou 
de la sequence SEQ ID N° 10. 

15 L'invention concerne egalement les polypeptides caracterises en ce qu'ils 

comprennent un polypeptide choisi parmi les sequences d'acides amines SEQ ID N° 6, 
SEQ ID N° 7, SEQ ID N° 8, SEQ ID N° 14, SEQ ID N° 15, SEQ ID N° 16 ou un d<r 
leurs fragments. 

Parmi les polypeptides selon ['invention, on prefcre notamment le polypeptide dc 
20 sequence d'acides amines SEQ ID N° 14 qui presente une homologie comportant plus 
de 80 % d'identite avec la sequence SEQ ID N° 6, ainsi que le polypeptide de sequence 
SEQ ID N° 15. 

L'invention concerne aussi les polypeptides caracterises en ce qu'ils 
comprennent un polypeptide choisi parmi : 
25 a) un fragment specifique d'au moins 5 acides amines d'un polypeptide de sequence 
d'acides amines selon ^invention ; 

b) un polypeptide homologue a un polypeptide tel que defini en a) ; 

c) un fragment specifique biologiquement actif d'un polypeptide tel que defini en a) 
oub);et 

30 d) un polypeptide modifie d'un polypeptide tel que defini en a), b) ou c). 

Parmi les polypeptides selon l'invention, on prefere encore les polypeptides de 
sequences d'acides amines SEQ ID N° 17, SEQ ID N° 18, SEQ ID N° 19 et SEQ ID 
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N° 20, ces polypeptides etant notamment capables de reconnailre de maniere specifique 
les anticorps produits lors de Pinfcction par Ic circovirus MAP de type D. Ccs 
polypeptides prdsentcnt ainsi des epitopes specifiqucs du circovirus MAP de type B ct 
pcuvent done en particulicr etre utilises dans Ic domaine diagnostic on comme agent 
5 imnumogene pour conferer unc protection chcz le pore contre V infection par circovirus 
MAP, notamment de type B. 

Dans la presente description, les termes polypeptide, peptide ct proteine sont 
interchangeables. 

II doit etre compris que Finvention ne concerne pas les polypeptides sous forme 
10 naturelle, e'est-a-dire qu'ils ne sont pas pris dans leur environnement naturel mais qu'ils 
ont pu etre isoles ou obtenus par purification a partir de sources naturelles, ou bien 
obtenus par recombinaison genetique, ou encore par synthese chimiquc et qu'ils 
peuvent alors comporter des acides amines non naturcls, comme cela sera decrit ci- 
apres. 

15 Par fragment de polypeptide selon Finvention, on emend designer un 

polypeptide comportant au minimum 5 acides amines, de preference 10 acides amines ct 
15 acides amines. 

Par fragment specifique de polypeptide, on entend designer dans la presente 
invention un fragment de polypeptide code par unc sequence nuclcotidiquc de fragment 

20 specifique selon F invention. 

Par polypeptide homologue, on entendra designer les polypeptides presentant, 
par rapport au polypeptide naturel, certaines modifications comme en particulier une 
deletion, addition ou substitution d'au moins un acide amine, une troncation, un 
allongement, une fusion chimerique, et/ou une mutation. Parmi les polypeptides 

25 homologues, on prefere ceux dont la sequence d'acides amines presente au moins 80 %, 
de preference 90 %, d'homologie avec les sequences d'acides amines des polypeptides 
selon Finvention. 

Par polypeptide homologue specifique, on entendra designer les polypeptides 
homologues tels que definis precedemment et presentant uh fragment specifique de 
30 polypeptide selon Finvention, 

Dans le cas d'une substitution, un ou plusieurs acides amines consecutifs ou non 
consecutifs, sont remplaces par des acides amines "equivalents". L' expression acide 
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amine "equivalent" vise ici a designer tout acidc amine susceptible d'etre substitue a 
Tun des acides amines de la structure de base sans ccpendant modifier essentiellemcnt 
les activitcs biologiques des peptides corrcspondants ct tclles qu'cllcs scront definics 
par la suite. 

5 Ccs acides amines equivalents pcuvent ctrc detcrmimSs soit en s'appuyant sur 

leur homologic de structure avec les acides amines auxqucls ils se substituent, soit sur 
des resultats d'essais comparatiis d'activitc biologique cntrc Ics difterents polypeptides 
susceptibles d'etre eftectues. 

A titre d'exemple, on mentionnera les possibilites de substitutions susceptibles 

10 d'etre eflfectuees sans qu'il en resulte une modification approfondie de Pactivite 
biologique des polypeptides modifies corrcspondants, les remplacements, par exemple, 
de la leucine par la valine ou Pisoleucine, de Pacide aspanique par Pacide glutamique, 
de la glutamine par Pasparagine, de Pargininc par la lysine etc., les substitutions 
inverses etant naturellement envisageables dans les memes conditions. 

15 Les polypeptides homologues specifiques correspondent egalement aux 

polypeptides codes par Ics sequences nucleotidiqucs homologues specifiques tclles que 
definies prccedemment ct comprenncnt ainsi dans la prcscntc definition Ics polypeptides 
mutes ou correspondant a des variants, pouvant cxistcr chcz circovirus MAP, ct qui 
correspondent notamment a des troncatures, substitutions, deletions et/ou additions d'au 

20 moins un residu d'acide amine. 

Par fragment specifique biologiquement actif d'un polypeptide selon Pinvcntion, 
on entendra designer en particulier un fragment specifique de polypeptide, tel que defini 
ci-avant, presentant au moins une des caractcristiques des polypeptides selon 
Pinvention, notamment en ce qu'il est : 

25 - capable d'induire une reaction d'immunogenicite dirigee contre un circovirus MAP ; 
et/ou 

- capable d'etre reconnu par un anticorps specifique d'un polypeptide selon 
Pinvention ; et/ou 

- capable de se Her a un polypeptide ou a une sequence nucleotidiquc de circovirus 
30 MAP ; et/ou 

• capable d'exercer une activite physiologique, meme partielle, telle que par exemple 
une activite de dissemination ou structurelle (capside) ; et/ou 
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- capable de moduler, d'induire ou d'inhiber T expression dc gene de circovirus MAP 
on Tun de ses variants, ct/ou capable dc moduler Ic cycle de replication dc circovirus 
MAP dans la cellule et/ou Torganismc hole. 

Lcs fragments de polypeptide scion T invention pcuvcnl corresponds a des 

5 fragments \so\6s ou purifies naturcllcment presents dans un circovirus MAP ou 
corrcspondre ft des fragments pouvant etre obtenus par clivagc dudit polypeptide par 
unc enzyme proteolytique, telle que la trypsine ou la chymotrypsine ou la collagenase, 
ou par un reactif chimique, tel que le bromure dc cyanogene (CNBr) ou encore en 
pla^ant ledit polypeptide dans un environnement tres acidc, par exemple a pH 2,5, De 

10 tels fragments polypeptidiques peuvent etre egalement prepares indifferemment par 
synthese chimique, a partir d'hotes transformes par un vecteur depression selon 
Tinvention contenant un acide nucleique permettant l'expression desdits fragments, 
place sous le controle des elements de regulation et/ou d'expression appropries. 

Par "polypeptide modifie" d'un polypeptide selon Tinvention, on cntend 

15 designer un polypeptide obtenu par recombinaison genetique ou par synthese chimique 
commc cela sera decrit ci-apres, presentant au moins une modification par rapport a la 
sequence normalc. Ccs modifications pourront notamment porter sur des acides amines 
a Toriginc d'une specificitc, de la pathogenicitc ct/ou dc virulence, ou a Toriginc dc la 
conformation structural, et de ta capacitc d'inscrtion mcmbranairc du polypeptide 

20 selon Tinvention. On pourra ainsi creer des polypeptides d'activitc equivalents 
augmentee ou diminuee, et de specificite equivalente, plus etroite, ou plus large. Parmi 
les polypeptides modifies, il faut citer les polypeptides dans lesquels jusqu'ft 5 acides 
amines peuvent etre modifies, tronques a Textremite N- ou C-terminale, ou bien deletes, 
ou bien ajoutes. a 

25 Comme cela est indique, les modifications du polypeptide auront pour objectif 

notamment : 

- de le rendre capable de moduler, d'inhiber ou d'induire Texpression de gene dc 
circovirus MAP et/ou capable de moduler le cycle de replication dc circovirus MAP 
dans la cellule et/ou Torganisme hote, 

30 - de permettre son incorporation dans des compositions vaccinales, 

- de modifier sa biodisponibilite en tant que compose a usage therapeutique. 
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Les methodes permettant de mettre en evidence Icsdites modulations sur des 
cellules eucaryotes ou procaryotcs sont bien connucs dc Phomme dc Tart. II est 
egalement bien entendu que les sequences nucleotidiques codant pour lesdits 
polypeptides modifies pourront ctrc utilisccs pour lesditcs modulations, par cxcmplc par 
5 Pintcrmcdiairc dc vectcurs scion Pinvention ct decrits ci-aprcs, afin, par cxcmplc, de 
prcvenir ou de traitcr les pathologies liecs a ('infection. 

Les polypeptides modifies precedents peuvent ctrc obtenus en utilisant la chimie 
combinatoirc, dans- laquelle il est possible dc fairc varier systdmatiquement des parties 
de polypeptide avant de ies tester sur des modeles, cultures cellulaires ou des micro- 
10 organismes par exemple, pour selectionner les composes les plus actifs ou presentant les 
proprietes recherchees. 

La synthese chimique presente egalement Pavantage de pouvoir utiliser : 

- des acides amines non naturels, ou 

- des liaisons non peptidiques. 

15 Ainsi, afin d'ameliorer la duree de vie des polypeptides selon ('invention, il 

pourra etre interessant d'utiliscr des acides amines non naturels, par exemple sous forme 
D, ou bien des analogues d' acides amines, notammcnt des formes soufrccs par cxcmplc. 

Enfin, la structure des polypeptides scion Tinvcntion, ses formes homologucs 
specifiques ou modifiees, pourra etre integree dans des structures chimiques de type 
20 polypeptidique ou autres. Ainsi, il pourra etre interessant dc prcvoir aux extremites N- 
et C-terminales des composes non reconnus par les proteases. 

Font egalement partie de Pinvention les sequences nucteotidiques codant pour 
un polypeptide selon Pinvention. 

L'invention concerne egalement des sequences nucleotidiques utilisables comme 
25 amorce ou sonde, caracterisees en ce que lesdites sequences sont choisies parmi les 
sequences nucleotidiques selon Pinvention. 

Parmi les couples de sequences nucleotidiques utilisables comme couple 
d'amorces selon Pinvention, on prdfere les couples d'amorces choisis parmi les couples 
suivants : 

30 a) 5 1 GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3\ et 

y TGG AAT GTT AAC GAG CTG AG 3'; 
b) 5 1 GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3', et 
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5' CTC GCA GCC ATC TTG GAA TG 3' ; 

c) 5' CGC GCG TAA TAC GAC TCA CT 3\ et 
5' GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3' ; 

d) 5' CGC GCG TAA TAC GAC TCA CT 3\ ci 
5 5' CTC GCA GCC ATC TTG GAA TG 3' ; ct 

e) 5' CCT GTC TAC TGC TGT GAG TAC CTT GT 3\ ct 
5* GCA GTA GAC AGG TCA CTC CGT TGT CC 3\ 

Le clonage et Ie sequen^agc du circovirus MAP, type A et B, a permis 
d' identifier, apr£s analyse comparative avec les sequences nucleotidiques des autres 
10 circovirus porcins, quelles etaient parmi les sequences de fragments de ces acides 
nucleiques, celles qui sont strictement specifiques du circovirus MAP de type A, de type 
B ou de type A et B, et celles qui correspondent a une sequence consensus de circovirus 
porcins autres que les circovirus MAP de type A et/ou B . 

Un grand besoin existe egalement dc pouvoir disposer de sequences 
15 nucleotidiques utilisables comme amorce ou sonde specifiques de I'enscmble dc 
circovirus porcins autres connus et non pathogenes. 

Cesdites sequences nucleotidiques consensus specifiques de Tenscmblc dc 
circovirus, autres que circovirus MAP de type A et B, sont facilement identifiablcs a 
partir de la figure 3 et de la sequence SEQ ID N° 9, ct font partie dc Tinvention. 
20 Parmi cesdites sequences nucleotidiques consensus, on prefcre cellc caractdrisee 

en ce qu'elle fait partie du couple d'amorces suivant : 
a) 5' GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3\ et 
5' TGG AAT GTT AAC TAC CTC AA 3'. 

L' invention comprend Egalement une sequence nucleotidique selon 1' invention, 
25 caracterisee en ce que ladite sequence est une sequence consensus specifique de 
circovirus porcin autre que circovirus MAP de type B et cn ce qu'clle est Tunc des 
amorces du couple d'amorces suivant : 
a) 5' GGC GGC GCC ATC TGT AAC GGT TT 3\ et 
5 ' GAT GGC GCC GAA AG A CGG GTA TC 3 \ 
30 II est bien entendu que la presente invention a egalement pour objet les 

polypeptides specifiques de circovirus porcins connus autres que circovirus MAP, codes 
par lesdites sequences nucleotidiques consensus, susceptibles d'etre obtenus par 



WO 99/29871 PCT/FR98/02634 

17 

purification a partir des polypeptides naturels, par rccombinaison genctique on par 
synthese chimique par des proccdes bicn connus dc rhommc dc Tart ct tcls que dccrits 
notamment ci-apres. Dc la mcmc manicrc, Ics anticorps mono ou polyclonaux, marques 
ou non marques diriges centre lesdits polypeptides specifiques codes par lesdites 
5 sequences nucleotidiqucs consensus, font aussi partic de Pinvention. 

Lesdites sequences nucleotidiqucs consensus, lesdits polypeptides 
correspondants ainsi que lesdits anticorps diriges contre lesdits polypeptides, pourront 
etre utilises dans des precedes ou necessaires de detection ct/ou d'identification tels que 
decrits ci-apres, a la place ou en outre des sequences nucleotidiques, des polypeptides 
10 ou des anticorps selon Pinvention, specifiques de circoviais MAP type A et/ou B. 

Ces protocoles ont ete ameliores pour detecter de fa^on difierenticlle les formes 
monomeriques circulaires de formes replicatives specifiques du virion ou de l'ADN en 
replication et les formes dimeriques retrouvees dans les constructions moleculaires dites 
en tandem. 

15 L'invention concerne en outre ('utilisation d'unc sequence nucleotidique selon 

rinvention, comme amorce ou sonde, pour la detection et/ou ramplification dc 

sequences d'acide nucleique. 

Les sequences nucleotidiqucs selon rinvention pcuvent ainsi etre utilisccs pour 

amplifier des sequences nucleotidiqucs, notamment par la technique PCR (reaction en 
20 chaine a la polymerase) (Erlich, 1989 ; Innis et al., 1990 ; Rolfs ct al., 1991 ; et White ct 

al., 1997). 

Ces amorces oligodesoxyribonucleotidiques ou oligo-ribonucleotidiques ont 
avantageusement une longueur d'au moins 8 nucleotides, de preference d'au moins 12 
nucleotides, et encore plus preferentiellement au moins 20 nucleotides. 
25 D'autres techniques d'amplification dc Tacide nucleique cible peuvent etre 

avantageusement employees comme alternatives a la PCR. 

Les sequences nucleotidiqucs de Pinvention, en particulicr les amorces scion 
Pinvention, peuvent egalement etre miscs en ocuvre dans d*autrcs proccdes 
d^mplification d'un acide nucleique cible, tels que : 
30 - la technique TAS (Transcription-based Amplification System), decrite par Kwoh et 
al. en 1989 ; 
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- la technique 3SR (Self-Sustained Sequence Replication), decrile par Guatelli et al. en 
1990; 

- la technique NASBA (Nucleic Acid Sequence Based Amplification), decrite par 
Kicvitis ct al. en 1991 ; 

5 - la technique SDA (Strand Displacement Amplification) ou technique cTamplification 
a emplacement de brin (Walker ct al., 1992) ; 

- la technique TMA (Transcription Mediated Amplification). 

Les polynucleotides de Pinvention peuvent aussi etre employes dans des 
techniques d'amplification ou de modification de Pacide nucleiquc servant de sonde, 
10 telles que : 

- la technique LCR (Ligase Chain Reaction), decrite par Landegren et al. en 1988 et 
perfectionnee par Barany et al. en 1991, qui emploie une ligase thermostable ; 

- la technique de RCR (Repair Chain Reaction), decrite par Segev en 1992 ; 

- la technique CPR (Cycling Probe Reaction), decrite par Duck et al. en 1990 ; 

15 - la technique d'amplification a la Q-beta-repIicase, decrite par Miclc ct al. en 1983 et 
perfectionnee notamment par Chu et al. en 1986, Lizardi ct al. en 1988, puis par Burg 
ct al. ainsi que par Stone ct al. en 1996. 

Dans lc cas ou evcntucllcmcnt le polynucleotide ciblc a dctcctcr est un ARN, par 
excmple un ARNm, on pourra utiliscr, prealablcment a la misc en ocuvrc d'une reaction 
20 d'amplification a Paide d'au moins une amorce selon Pinvcntion ou a la mise en ocuvrc 
d'un procede de detection a Paide d'au moins une sonde de Pinvention, une enzyme de 
type transcriptase inverse afin d'obtenir un ADNc a partir de PARN contenu dans 
Pechantillon biologique. L'ADNc obtenu servira alors de cible pour la ou les amorces 
ou la ou les sondes mises en oeuvre dans le procede d'amplification ou de detection 
25 selon Pinvention. 

La sonde de detection sera choisie de telle maniere a ce qu'elle hybride avee la 
sequence cible ou Pamplicon gencre a partir de la sequence ciblc. Une telle sonde de 
detection aura avantageusement pour sequence une sequence d'au moins 12 nucleotides, 
en particulier d'au moins 20 nucleotides, et de preference d'au moins 100 nucleotides. 
30 L'invention comprend aussi les sequences nucleo-tidiqucs utilisables comme 

sonde ou amorce selon P invention, caracterisees en ce qu'elles sont marquees par un 
compose radioactif ou par un compose non radioactif. 
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Les sequences nucleotidiques non marquees pcuvent etre utilises directement 
comme sondes ou amorces, ccpendant les sequences sont gcneralcmcnt marquees par un 
Element radioactif ( 32 P, 35 S, 3 H, ,23 I) ou par unc molecule non radioactive (biotinc, 
acctylaminofiuorcnc, digoxigeninc, 5-bromo-dcsoxyuridinc, fluorcsceinc) pour obtenir 
des sondes utilisablcs pour dc nombrcuses applications. 

Des exemplcs dc marquagc non radioactifs dc sequences nucleotidiques sont 
decrits, par exemplc, dans le brevet franfais N° 78.10975 ou par Urdea et al. ou par 
Sanchez-Pescador et al. en 1988. 

Dans ce dernier cas, on pourra aussi utiliser Tunc des methodes de marquage 
decrites dans les brevets FR-2 422 956 et FR-2 518 755. 

La technique d'hybridation peut etre realisee de manieres diverses (Matthews et 
al.; 1988). La methode la plus generate consiste a immobiliser Pacide nucleique extrait 
des cellules sur un support (tel que nitro-cellulose, nylon, polystyrene) et a incuber, 
dans des conditions bien definies, Pacide nucleique cible immobilise avec la sonde. 
Apres Thybridation, Texces de sonde est elimine et les molecules hybrides formees sont 
detectees par la methode appropriee (mesure de la radioactivity dc la fluorescence ou de 
Tactivitc enzymatique liee a la sonde). 

L' invention comprend egalcmcnt les sequences nucleotidiques scion P invention, 
caracterisees en ce qu'elles sont immobilisces sur un support, dc rnanicrc covalente ou 
non covalente. 

Selon un autre mode avantageux de mise en oeuvre des sequences 
nucleotidiques selon Pinvention, ces dernieres peuvent etre utilisees immobilisees sur 
un support et servir ainsi a capturer par hybridation specifique Pacide nucleique cible 
obtenu a partir de Pechantillon biologique a tester. Si necessaire, le support solide est 
separe de Pechantillon et le complexe d'hybridation forme entre la sonde dite de capture 
et Pacide nucleique cible est ensuite detect^ grace a unc seconde sonde, dite sonde de 
detection, marquee par un element facilement detectable. 

Un autre objet de la presente invention est un vecteur pour le clonage ct/ou 
Pexpression d'une sequence, caracterise en ce qu'il contient une sequence nuclcotidique 
selon Pinvention. 
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Les vecteurs selon Pinvention, caracterises en ce qu'ils comportent les elements 
permettant Pexpression et/ou la secretion dcsditcs sequences nuclcotidiques dans unc 
cellule hote dctcrminde, font dgalcmcnt partic dc Pinvention. 

Lc vectcur doit alors comportcr un promotcur, des signaux d'initiation ct dc 
5 tcrminaison dc la traduction, ainsi que des regions approprtecs de regulation dc la 
transcription. II doit pouvoir etre maintcnu de fa?on stable dans la cellule hole et peut 
eventuellement posseder des signaux particuliers specifiant la secretion de la proteinc 
traduite. Ces difierents elements sont choisis en fonction de Phote cellulaire utilise. A 
cet effet, les sequences nucleotidiques selon Pinvention peuvent etre ins^rees dans des 
10 vecteurs a replication autonome au sein de Phote choisi, ou des vecteurs integratifs de 
Phote choisi. 

De tels vecteurs seront prepares selon tes methodes couramment utilisees par 
Phomme du metier, et les clones en resultant pourront etre introduits dans un hote 
approprie par des methodes standard, telles que par exemple la lipofection, 
15 Telectroporation, le choc thermique. 

Les vecteurs selon Pinvention sont par exemple des vecteurs d'originc 
plasmidique ou virale. 

Un vecteur prefere pour Pcxpression des polypeptides de Pinvention est le 
baculovirus. 

20 On prefere egalement le vecteur pBS KS dans lequel est inserd la sequence 

d*ADN en tandem du circovirus MAP type A (ou DFP) et tel que depose a la CNCM le 

3 juitlet 1997, sous le numdro 1-1891. 

Ces vecteurs sont utiles pour transformer des cellules hotes afm de doner ou 

d'exprimer les sequences nucleo-tidiques de Pinvention. 
25 L'invention comprend egalement les cellules hotes transformees par un vecteur 

selon Pinvention. 

Ces cellules peuvent etre obtcnucs par Pintroduction dans des cellules holes 
d'une sequence nucleotidique inserec dans un vecteur tel que defmi ci-dessus, puis la 
mise en culture desdites cellules dans des conditions permettant la replication et/ou 
30 Pexpression de la sequence nucleotidique transferee. 

L'hdte cellulaire peut etre choisi parmi des .systemes procaryotes ou eucaryotes, 
comme par exemple les cellules bacteriennes (Olins et Lee, 1993), mais egalement les 
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cellules de levure (Buckholz, 1993), de meme que Ics cellules animates, en particulier 
les cultures de cellules de mammiferes (Edwards ct Aruflb, 1993), ct notammcnl Ics 
cellules d'ovairc de hamster chinois (CHO), mats egalement les cellules d'insectcs dans 
lesqucllcs on pcut uliliscr dcs procedes mcltant en ocuvre dcs baculovirus par cxemplc 
5 (Luckow, 1993). 

Une cellule bote preferee pour Pcxpression dcs proteines de l a invention est 
constitute par les cellules d'inscctes sP). 

Une cellule hote encore preferee selon Pinvention est E-coli, telle que deposee a 
la CNCM le 3 juillet 1997, sous le num£ro 1-1891. 
10 L'invention concerne egalement les animaux, comprenant une desdites cellules 

transformees selon Pinvention. 

L'obtention d'animaux transgeniques selon Pinvention surexprimant un oti 
plusieurs des genes de circovirus MAP ou partie de genes sera menee de fa^on preferee 
sur des rats, des souris ou des lapins selon des methodes bien connues de Phomme de 
15 Part telles que par transfections, virales ou non viralcs. Les animaux transgeniques 
surexprimant Tun ou plusieurs desdits genes pourront ctre obtenus par transfection de 
copies multiples desdits genes sous controlc d*un promotcur puissant de nature 
ubiquitaire, ou selectif d'un type de tissu. Les animaux transgeniques pourront ctre 
egalement obtenus par recombinaison homologuc sur cellules souches embryonnaires, 
20 transfert de ces cellules souches a des embryons, selection dcs chimcrcs afTcctecs au 
niveau des lignees reproductrices, et croissance desdites chimeres. 

Les cellules transformees ainsi que les animaux transgeniques selon ^invention 
sont utilisables dans des proeddes de preparation de polypeptide recombinant. 

II est aujourd'hui possible de produire des polypeptides recombinants en 
25 quantite relativement importante par genie genetique en utilisant les cellules 
transformees par des vecteurs depression selon Tinvention ou en utilisant dcs animaux 
transgeniques selon Tinvention. 

Les procedes de preparation d'un polypeptide de Pinvcntion sous forme 
recombinante, caracterises en ce quMls mettent en oeuvre un vecteur et/ou une cellule 
30 transformee par un vecteur selon Pinvention et/ou un animal transgenique comprenant 
une desdites cellules transformees selon Pinvention, sont eux-memes compris dans la 
presente invention. 
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Parmi lesdits procedes de preparation d'un polypeptide dc ('invention sous 
forme rccombinante, on prcfcrc les procedes dc preparation mcttant en oeuvrc un 
vectcur, ct/ou unc cellule transformcc par ledit vecteur ct/ou un animal transgenique 
comprcnant unc desditcs cellules trans formccs, contcnant unc sequence nucleolidiquc 
5 scion Tinvention codant pour un polypeptide dc circovims MAP. 

Les polypeptides recombinants obtcnus comme indique ci-dessus, peuvent aussi 
bien se presenter sous forme glycosylee que non glycosylee ct peuvent presenter ou non 
la structure tertiaire naturelle. 

Une variante preferee consiste a produire un polypeptide recombinant fusionne a 
10 une proteine "porteuse" (proteine chimere), L'avantage de ce systemc est qu'il permet 
une stabilisation et une diminution de la protcolyse du produit recombinant, une 
augmentation de la solubilite au cours de la renaturation in vitro ct/ou une simplification 
de la purification lorsque le partenaire de fusion possede une afllnite pour un ligand 
specifique, 

15 Plus particulierement, Tinvention concerne un procedc de preparation d'un 

polypeptide de Tinvention comprenant les etapes suivantcs : 

a) culture des cellules transformccs dans des conditions pcrmcttant Tcxprcssion d'un 
polypeptide recombinant de sequence nucleolidiquc scion Tinvention ; 

b) le cas echeant, recuperation dudit polypeptide recombinant. 

20 Lorsque le procedc de preparation d*un polypeptide de Tinvention met en ocuvre 

un animal transgenique selon Tinvention, le polypeptide recombinant est ensuite extrait 
dudit animal. 

L' invention a aussi pour objet un polypeptide susceptible d'etre obtenu par un 
procede de Tinvention tel que decrit precedemment. 
25 L' invention comprend aussi un procede de preparation d'un polypeptide 

synthetique, caracterise en ce qu'il utilise une sequence d'acides amines de polypeptides 
selon Tinvention. 

LMnvention concerne egalement un polypeptide synthctique obtenu par un 
procede selon Tinvention. 
30 Les polypeptides selon Tinvention peuvent egalement etre prepares par les 

techniques classiques, dans le domaine de la synthese des peptides. Cette synthese peut 
etre realisee en solution homogene ou en phase solide. 
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Par exemple, on aura recours a la technique de synthese en solution homogene 
decritc par Houbcnweyl en 1974. 

Celte mdthodc dc synthese consistc a condenser succcssivcmcnt deux a deux Ics 
acides amines succcssifs dans I'ordrc rcquis, ou a condenser des acides amines ct des 
fragments prdalablement formes ct contcnant dcjti plusieurs acides amines dans I'ordre 
appropriii, ou encore plusieurs fragments prcalablemcnt ainsi prepares, dtant entendu 
que Ton aura eu soin de proteger au prealable toutcs les fonctions reactives portees par 
ces acides amines ou fragments, a P exception des fonctions amines de Tun ct 
carboxyles de Tautre ou vice-versa, qui doivent normalcment intervenir dans la 
formation des liaisons peptidiques, notamment apres activation de la fonction 
carboxyle, selon les methodes bien connues dans la synthese des peptides. 

Selon une autre technique preferee de Tinvention, on a recours a celle decrite par 
Merrifield. 

Pour fabriquer une chaine peptidique selon le procede de Merrifield, on a 
recours a une resine polymere tres poreusc, sur laquelle on fixe lc premier acide amine 
C-terminal de la chaine. Cet acide amine est fixe sur une resine par Tintermediairc de 
son groupe carboxylique ct sa fonction amine est protegee. On fixe ainsi, Ics uns apres 
les autrcs, les acides amines qui vont constitucr la chaine peptidique sur lc groupe amine 
chaque fois deprotege au prealable de la portion dc la chaine peptidique deja formec, el 
qui est rattachee a la resine. Lorsque la totalitc de la chaine peptidique desiree est 
formee, on elimine les groupes protecteurs des difTerents acides amines constituant la 
chame peptidique et on detache le peptide de la resine a Taide d'un acide. 

L'invention est en outre relative a des polypeptides hybrides presentant au moins 
un polypeptide selon Tinvention, et une sequence d'un polypeptide susceptible 
d'induire une reponse immunitaire chez Thomme ou r animal. 

Avantageusement, le determinant antigenique est tel qu'il est susceptible 
d'induire une reponse humorale et/ou cellulairc. 

Un tel determinant pourra comprendre un polypeptide selon Pinvention sous 
forme glycosylee utilise en vue d'obtenir des compositions immunogenes susceptibles 
d'induire la synthese d'anticorps diriges contre des epitopes multiples. Lcsdits 
polypeptides ou leurs fragments glycosyles font egalement partie de T invention. 
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Ces molecules hybrides peuvent etre constitutes en partic d'une moldcule 
porteuse de polypeptides ou de leurs fragments scion ('invention, associce a une partic 
cventucllement immunogdnc, cn particulier un Epitope dc la toxinc diphtdriquc, la 
toxinc tctaniquc, un nntigcnc de surface du vims de Thcpatitc B (brevet FR 79 2181 1), 
5 I'antig&nc VP1 du viais dc la poliomyelite ou toulc autre toxinc ou antigene viral ou 
bacterien. 

Les procedes de synthase des molecules hybrides englobent les mcthodes 
utilisecs en genie genctique pour construire des sequences nucleotidiques hybrides 
codant pour les sequences polypeptidiques recherchees. On pourra, par exemple, se 
10 referer avantageusement a la technique d'obtention de genes codant pour des proteines 
de fusion decrite par Minton en 1984. 

Lesdites sequences nucleotidiques hybrides codant pour un polypeptide hybride 
ainsi que les polypeptides hybrides selon Tinvention caracterises en cc qu'il s'agit de 
polypeptides recombinants obtenus par T expression desdites sequences nucleotidiques 
15 hybrides, font egalement partie de Tinvention. 

L'invention comprend egalement les vecteurs caracterises en ce qu'ils 
contiennent une desdites sequences nucleotidiques hybrides. Les cellules hotes 
transformees par lesdits vecteurs, les animaux transgeniques comprenant une desdites 
cellules transformees ainsi que les procedes dc preparation de polypeptides 
20 recombinants utilisant lesdits vecteurs, lesdites cellules transformees et/ou lesdits 
animaux transgeniques font bien entendu egalement partie de Tinvention. 

Les polypeptides selon l'invention, les anticorps selon Tinvention ci-apres 
decrits et les sequences nucleotidiques selon Tinvention peuvent avantageusement etre 
mis en oeuvre dans des procedes pour la detection et/ou Tidentification de circovirus 
25 MAP, ou de circovirus porcin autre qu'un circovirus MAP, dans un echantillon 
biologique (tissu ou fluide biologique) susceptible de les contenir. Ces procedes, suivant 
la specificite des polypeptides, des anticorps et des sequences nucleotidiques selon 
Tinvention qui seront utilises, pourront en particulier detecter et/ou identifier un 
circovirus MAP ou un circovirus porcin autre qu'un circovirus MAP ou autre que le 
30 circovirus MAP de type B . 

Les polypeptides selon Tinvention peuvent avantageusement etre mis en oeuvre 
dans un procede pour la detection et/ou Tidentification de circovirus MAP de type A, de 
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type B, de type A ou B, de circovirus porcin autre que le circovirus MAP de type B, ou 
de circovirus porcin autre que le circovirus MAP de type AouB, dans un cchantillon 
biologique (tissu ou fluidc biologiquc) susceptible de les contcnir, caractdrisc en cc qu'il 
cohiprcnd !cs etapes suivantcs : 

a) misc en contact de cct cchantillon biologique avec un polypeptide ou un de ses 
fragments selon rinvention (dans des conditions pcrmcttant unc reaction 
immunologique entre ledit polypeptide et les anticorps Eventuellement presents 
dans Pechantillon biologique) ; 

b) mise en evidence des complexes antigene-anticorps eventuellement formes. 

Dans la prdsente description, on entendra designer par circovirus MAP, sauf si 
une mention particuliere est indiquee, un circovirus MAP de type A ou de type B, et par 
circovirus porcin autre que MAP, sauf si une mention particuliere est indiquee, un 
circovirus porcin autre qu*un circovirus MAP de type A et B. 

De preference, Pechantillon biologique est constitue par un fluide, par exemple 
un serum de pore, du sang total ou des biopsies. 

Toute procedure classique peut etre mise en ocuvrc pour rcaliser une telle 
detection des complexes antigene-anticorps eventuellement formes. 

A titre d'exemplc, unc methodc prcfercc met en jcu des processus 
immunoenzymatiques selon la technique EL1SA, par immunofluorescence, ou radio- 
immunologiques (RJA) ou equivalent. 

Ainsi, invention concerne egalement les polypeptides selon Pinvention, 
marques £ Paide d'un marqueur adequat tel que du type enzymatique, fluorescent, 
radidactif 

De telles mdthodes comprennent par exemple les etapes suivantes : 
depot de quantites determinees d'une composition polypeptidique selon Pinvention 
dans les puits d'une plaque de microtitration, 

introduction dans lesdits puits de dilutions croissantes de scrum, ou d 1 cchantillon 
biologique autre tel que defini precedemment, devant etre analyse, 
incubation de la microplaque, 

introduction dans les puits de la plaque de micro-titration d'anticorps marques 
diriges contre des immunoglobulines de pore, le marquage de ces anticorps ayant 
ete realise a Paide d'une enzyme selectionnee parmi celles qui sont capables 
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d'hydrolyser un substrat en modifiant Pabsorption des radiations de ce dernier, au 

moins a une longueur d'onde dcterminee, par cxcmplc a 550 nm, 

detection, en comparaison avcc un temoin dc contrdle, de la quanlitc dc substrat 

hydrolysc. 

5 L'invcntion concernc egalcmcnt un kit ou necessaire pour la detection et/ou 

Tidentification de circovirus MAP, dc circovirus porcin autre qu'un circovirus MAP ou 
dc circovirus porcin autre que le circovirus MAP de type B, caractdrisd en cc qu*il 
comprend les elements suivants : 

- un polypeptide selon Pinvention, 

10 - le cas echeant, les reactifs pour la constitution du milieu propice a la reaction 

immunologique ou specifique, 

- le cas echeant, les reactifs permettant la detection des complexes antigene- 
anticorps produits par la reaction immunologique entre le ou les polypeptides de 
Pinvention et les anticorps eventuellement presents dans Pechantillon biologique, ces 

15 reactifs pouvant egalement porter un marqueur, ou etre susccptibles d'etre reconnus a 
leur tour par un react if marque, plus particulieremcnt dans le cas oil le polypeptide scion 
Pinvention n'est pas marque, 

- Ic cas echeant, un echantillon biologique de reference (temoin negatif) 
depourvu d'anticorps reconnus par un polypeptide scion Pinvention, 

20 - le cas 6ch6ant, un Echantillon biologique de reference (temoin positif) 

contenant une quantite predeterminee d'anticorps reconnus par un polypeptide selon 
Pinvention. 

Les polypeptides selon Pinvention permettent de preparer des anticorps 
monoclonaux ou polyclonaux caractdrisds en ce qu'ils reconnaissent specifiquement les 

25 polypeptides selon Pinvention. Les anticorps monoclonaux pourront avantageusement 
etre prepares a partir d*hybridomes selon la technique decritc par Kohler ct Milstcin en 
1975. Les anticorps polyclonaux pourront etre prepares, par exemple, par immunisation 
d'un animal, en particulier une souris, avec un polypeptide ou un ADN selon Pinvention 
associe a un adjuvant de la reponse immunitaire, puis purification des anticorps 

30 specifiques contenus dans le serum des animaux immunises sur une colonne d'affinite 
sur laquelle a prealablement ete fixe le polypeptide ayant servi d'antigene. Les anticorps 
polyclonaux selon Pinvention peuvent aussi etre prepares par purification, sur une 
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colonne d'affinite, sur laquelle a prealablement ete immobilise un polypeptide selon 
['invention, des anticorps contcnus dans Ic serum dc pores infectes par un circovirus 
MAP. 

L'invcntion a egalement pour objet des anticorps mono ou polyclonaux ou leurs 
5 fragments, ou anticorps chimcriqucs, caracteriscs en ce qu'ils sont capablcs de 
reconnaitre spicifiquement un polypeptide selon rinvention. 

Les anticorps de V invention pourront egalement etre marques de la meme 
manicre que decrit prec&iemment pour les sondes nucleiques de Finvention tels qu'un 
marquage de type enzymatique, fluorescent ou radioactif. 
10 L'invention vise en outre un procede pour la detection et/ou Tidentification dc 

circovirus MAP, de circovirus porcin autre qu'un circovirus MAP, ou autre que le 
circovirus MAP de type B, dans un dchantillon biologique, caracterise en ce qu*il 
comprend les etapes suivantes : 

a) mise en contact de Techantillon biologique (tissu ou fluide biologique) 
15 avec un anticorps mono ou polyclonal selon ^invention (dans des conditions permettant 

une reaction immunologique entre lesdits anticorps et les polypeptides de circovirus 
MAP, de circovirus porcin autre qu'un circovirus MAP, de circovirus porcin autre que Ic 
circovirus MAP de type B, eventuellement presents dans rechantillon biologique) ; 

b) mise en evidence du complexe antigenc-anticorps eventuellement forme. 
20 Entre egalement dans le cadre de T invention, un kit ou necessairc pour la 

detection et/ou 1' identification de circovirus MAP, de circovirus porcin autre qu'un 
circovirus MAP ou de circovirus porcin autre que le circovirus MAP de type B, 
caracterise en ce qu'il comprend les elements suivants : 

- un anticorps polyclonal ou monoclonal selon Tinvention, le cas echeant 
25 marque ; 

- le cas Echeant, un reactif pour la constitution du milieu propice a la realisation 
de la reaction immunologique ; 

- le cas echeant, un reactif permettant la detection des complexes antigenc- 
anticorps produits par la reaction immunologique, ce reactif pouvant egalement porter 

30 un marqueur, ou etre susceptible d'etre reconnu a son tour par un reactif marque, plus 
particulierement dans le cas ou ledit anticorps monoclonal ou polyclonal n'est pas 
marque ; 
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- Ie cas dcheant, des reactifs pour efFectuer la lysc des cellules de Pechantillon 

teste. 

La prdscntc invention a cgalcmcnt pour objet un proccde pour la detection ct/ou 
('identification dc MAP, dc circovirus porcin autre qu'un circovirus MAP ou dc 
circovirus porcin autre que Ic circovirus MAP de type B, dans un echantillon 
biologique, caractdrisd en ce qu'il met en oeuvre unc sequence nucleotidique scion 
Tinvention. 

Plus particulierement, Tinvention conccme un precede pour la detection et/ou 
Pidentification de circovirus MAP, de circovirus porcin autre qu'un circovirus MAP ou 
de circovirus porcin autre que le circovirus MAP de type B, dans un echantillon 
biologique, caracterise en ce qu'il comporte les etapes suivantes : 

a) le cas echeant, isolement de PADN a partir de Pechantillon biologique a 
analyser ; 

b) amplification specifique de PADN de Pechantillon a Paide d'au moins 
une amorce, ou un couple d' amorces, selon P invention ; 

c) mise en Evidence des produits d'amplification. 

Ceux-ci peuvent etre detectes par exemplc par la technique d'hybridation 
moleculaire en utilisant unc sonde nucleiquc selon I'invention. Cette sonde sera 
avantageuse-ment marquee par un element non radioactif (sonde froide) ou radioactif. 

Aux fins de la presente invention, on entendra par M ADN de Pechantillon 
biologique" ou "ADN contenu dans Pechantillon biologique", soit PADN present dans 
Pechantillon biologique considere, soit eventuellement PADNc obtenu apres Paction 
d*une enzyme de type transcriptase inverse sur PARN present dans ledit Echantillon 
biologique. 

Un autre but de la presente invention consiste en un procede selon Pinyention, 
caracterise en ce qu'il comprend les &apes suivantes : 

a) mise en contact d'une sonde nucleotidique selon Pinvention avee un 
echantillon biologique, PADN contenu dans Pechantillon biologique ayant, le cas 
6cheant, prealablement ete rendu accessible a P hybridation, dans des conditions 
permettant Phybridation de la sonde a PADN de Pechantillon ; 

b) mise en evidence de Phybride forme entre la sonde nucleotidique et 
PADN de Pechantillon biologique. 
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La presente invention concerne aussi un procede selon Pinvention, caracterise en 
ce qif il comprend Ies etapes suivantes : 

a) mise en contact d'une sonde nucleotidique immobiliscc sur un support 
selon Pinvention avcc un dchantillon biologique, PADN de Pechantillon ayant, le cas 

5 ccheant, &e prealablcmcnt rendu accessible a Phybridation, dans des conditions 
permettant Phybridation de la sonde a PADN de Pechantillon ; 

b) mise en contact de Phybridc forme entre .la sonde nucleotidique 
immobilisee sur un support et PADN contenu dans Pechantillon biologique, le cas 
echeant apres elimination de PADN de Pechantillon biologique n'ayant pas hybride 

10 avec la sonde, avec une sonde nucleotidique marquee selon Pinvention ; 

c) mise en evidence du nouvel hybride forme a Petape b). 

Selon un mode de realisation avantageux du procede pour la detection et/ou 
Identification defini precedemment, celui-ci est caracterise en ce que, pre-alablement a 
Petape a), PADN de Pechantillon biologique est prcalablement'amplifie a Paide d'au 
15 moins une amorce selon Pinvention. 

L' invention vise en outre un kit ou nccessaire pour la detection et/ou 
Pidcntification de circovirus MAP, de circovirus porcin autre que le circovirus MAP ou 
de circovirus porcin autre que le circovirus MAP de type B, caracterise en ce qu*il 
comprend Ies elements suivants : 
20 a) une sonde nucleotidique selon Pinvention ; 

b) le cas Echeant, Ies reactifs necessaires a la mise en oeuvre d'une reaction 
d'hybridation ; 

c) le cas 6cheant, au moins une amorce selon Pinvention ainsi que Ies 
reactifs necessaires a une reaction d'amplification de PADN. 

25 L'invention concerne egalement un kit ou necessaire pour la detection et/ou 

Pidentification de circovirus MAP, de circovirus porcin autre qu'un circovirus MAP ou 
de circovirus porcin autre que le circovirus MAP de type B, caracterise en ce qu'il 
comprend les elements suivants : 

a) une sonde nucleotidique, dite sonde de capture, selon Pinvention ; 

30 b) une sonde oligonucleotidique, dite sonde de revelation, selon 

Pinvention ; 
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c) le cas dcheant, au moins unc amorce selon V invention ainsi que les 
react ifs neccssaircs a une reaction ({'amplification dc PADN. 

L'invcntion est relative aussi a un kit ou ncccssairc pour la detection ct/ou 
ridentification de circovirus MAP, dc circovirus porcin autre qu'un circovirus MAP ou 
5 dc circovirus porcin autre que le circovirus MAP dc type B, caraclcrisc en ce qu'il 
comprend les Elements suivants : 

a) au moins unc amorce selon P invention ; 

b) le cas echeant, les reactifs necessaires pour eftectuer unc reaction 
d'amplification d'ADN ; 

10 c) le cas echeant, un composant permettant de verifier la sequence du 

fragment amplifie, plus particulierement une sonde oligonucleotidique selon 
Pinvention. 

L'invention concerne en outre Putilisation d'une sequence nucleotidique selon 
Pinvention, d'un polypeptide selon Pinvention, d'un anticorps selon Pinvention, d'une 
15 cellule selon ['invention, et/ou d'un animal transforme selon Pinvention, pour la 
selection de compose organique ou inorganiquc capable dc modulcr, d'induire ou 
d'inhibcr Pexpression de genes, et/ou dc modifier la replication ccllulaire dc circovirus 
MAP ou capable d'induire ou d'inhibcr les pathologies liecs a unc infection par un 
circovirus MAP. 

20 L'invention comprend egalement une methode dc selection de composes 

capables de se Her a un polypeptide ou un de ses fragments selon Pinvention, capables 
de se Her a une sequence nucleotidique selon Pinvention, ou capables de reconnaltre un 
anticorps selon Tinvention, et/ou capables de moduler, d'induire ou d'inhiber 
Pexpression de genes, et/ou de modifier la replication cellulaire de circovirus MAP ou 

25 capables dMnduire ou dMnhiber les pathologies liees a une infection par un circovirus 
MAP, caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

a) mise en contact dudit compose avec ledit polypeptide, ladite sequence 
nucleotidique, avec une cellule transformee selon Pinvention et/ou administration dudit 
compose a un animal transforme selon Pinvention ; 

30 b) determination de la capacitd dudit compose a se Her avec ledit 

polypeptide ou ladite sequence nucleotidique, ou de moduler, d'induire ou. d'inhiber 
Pexpression de genes, ou de moduler la croissance ou la replication de circovirus MAP, 
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ou d'induire ou d'inhiber chez ledit animal transforme les pathologies liees a une 
infection par circovirus MAP (denommee activite dudit compose). 

Lcs composes susceptiblcs d'etre selectionnes pcuvent etre des composes 
organiques tels que des polypeptides ou hydrates dc carbonc ou tous autrcs composes 
organiques ou inorganiqucs deja connus, ou des composes organiques nouvcaux 
elabores a partir de techniques dc moderation moleculairc et obtcnus par synthase 
cliimique ou bio-chimique, ces techniques etant connues de Phomme dc Part. 

Lesdits composes selectionnes pourront etre utilises pour moduler la replication 
cellulaire de circovirus MAP et ainsi pour controler Pinfection par ce virus. Les 
methodes permettant de determiner lesdites modulations etant bien connues de Phomme 
de Part. 

Cette modulation peut etre realisee par exemple par un agent capable de se lier a 
une proteine et ainsi d'inhiber ou de potentialiser son activite biologique, ou capable de 
se lier a une proteine d'enveloppe de la surface externe dudit virus et de bloquer la 
penetration dudit virus dans la cellule hote ou de favoriscr Inaction du systeme 
immunitaire de Porganisme infecte dirigc a rencontre dudit virus. Cette modulation 
peut etre egalement realisee par un agent capable dc se lier a une sequence 
nucleotidique d'un ADN dudit virus et de bloquer par exemple Pexprcssion d'un 
polypeptide dont Tactivite biologique ou structurelle est necessairc a la replication ou a 
la proliferation dudit virus cellules hotes a cellules hotcs dans Tanimal bote. 

L/invention concerne les composes susceptiblcs d^tre selectionnes par une 
methode de selection selon Pinvention. 

LMnvention concerne egalement une composition pharmaceutique comprenant 
un compose choisi parmi les composes suivants : 

a) une sequence nucleotidique selon Pinvention ; 

b) un polypeptide selon Pinvention ; 

c) un vecteur, une particule virale ou une cellule transformec scion 
Pinvention ; 

d) un anticorps selon Pinvention ; 

e) un compose susceptible d'etre selectionne par une methode de selection 
selon Pinvention ; 
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eventuellement en association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable et, le 
cas echeant, avec un ou plusieurs adjuvants de 1' immunity appropries. 

L'invention concernc aussi une composition immunogene ct/ou vaccinale, 
caractcrisdc en ce qu'elle comprcnd un composd choisi parmi Ics composes suivants : 

a) unc sdqucncc nuclcotidiquc scion l'invention ; 

b) un polypeptide selon r invention ; 

c) un vecteur ou une particule virale selon ('invention ; et 

d) une cellule selon ('invention. 

L'invention concerne en outre une composition vaccinale selon l'invention, 
caracterisee en.ee qu'elle comprend un melange d'au moins deux desdits composes a), 
b), c) et d) precedents et en ce que Tun des deux desdits composes est relatif au 
circovirus MAP de type A et P autre relatif au circovirus MAP de type B. 

Par compose relatif au circovirus MAP de type A ou de type B, on entend 
designer ici respectivement un compose obtenu a partir de la sequence genomique du 
circovirus MAP de type A ou detype B. 

L'invention vise en outre une composition immunogene et/ou vaccinale, 
caracterisee en ce qu'elle comprend au moins Tun des composes suivants : 

- une sequence nucleotidiquc SEQ ID N° 11, SEQ ID N° 12, ou un de leurs 
fragments ; 

- un polypeptide de sequence SEQ ID N° 14, SEQ ID N° 15, ou un de leurs 
fragments ; 

- un vecteur ou une particule virale comprenant une sequence nucleotidique SEQ 
ID N° 1 1, SEQ ID N° 12, ou un de leurs fragments ; 

- une cellule transformee capable d'exprimer un polypeptide de sequences SEQ 
ID N° 14, SEQ ID N° 15, ou un de leurs fragments ; ou 

• - un melange de deux au moins desdits composes. 

L'invention comprend aussi une composition immunogene et/ou vaccinale selon 
l'invention, caracterisee en ce qu'elle comprend ledit melange de deux au moins desdits 
composes comme produit de combinaison pour une utilisation simultanec, separec ou 
etalee dans le temps pour la prevention ou le traitement d'infection par un circovirus 
MAP, notamment de type B. 
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Dans un mode de realisation preferee, la composition vaccinate selon Pinvention 
comprend le melange de composes suivants : 

- un plasmidc pcDNA3 contcnant un acidc nucleique dc sequence SEQ ID 

N° II ; 

5 - un plasmide pcDNA3 contcnant un acidc nucleique dc sequence SEQ ID 

N°12; 

- un plasmide pcDNA3 contenant un acide nucldique codant pour la proteine 
GM-CSF ; 

- un baculovirus recombinant contenant un acide nucleique de sequence SEQ ID 

10 N°ll; 

- un baculovirus recombinant contenant un acide nucleique de sequence SEQ ID 
N°12;et 

- le cas echeant, un adjuvant de Pimmunite approprie, notamment P adjuvant 

AIF™. 

15 L'invention vise egalement une composition pharmaceutique selon Pinvention, 

pour la prevention ou le traitement d'une infection par un circovirus MAP. 

LMnvention vise aussi une composition pharmaceutique scion Pinvention, pour 
la prevention ou le traitement d'une infection par le circovirus MAP dc type B. 

LMnvention concerne egalement Putilisation d'unc composition scion 
20 Pinvention, pour la preparation d'un medicament destinee a la prevention ou le 
traitement d'infection par un circovirus MAP, de preference par le circovirus MAP de 
type B. 

Sous un autre aspect, Pinvention a pour objet un vecteur, une particule virale ou 
une cellule selon Pinvention, pour le traitement et/ou la prevention d'une maladie par 
25 therapie genique. 

Enfin, Pinvention comprend Putilisation d'un vecteur, d'une particule virale ou 
d*une cellule selon Pinvention, pour la preparation d'un medicament destinee au 
traitement et/ou la prevention d'une maladie par therapie genique. 

Les polypeptides de Tinvention entrant dans les compositions immunogenes ou 
30 vaccinates selon ['invention peuvent etre selectionnes par des techniques connues de 
l'homme de Part comme par exemple sur la capacite desdits polypeptides a stimuler les 
cellules T, qui se traduit par exemple par leur proliferation ou la secretion 
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d'interleukines, et qui aboutit a la production d'anticorps diriges contre lesdits 
polypeptides. 

Chez le pore, comme chez la souris, chez lesquclles unc dose ponderalc dc la 
composition vaccinalc comparable a la dose utilisec chez I'hdmmc est administrcc, la 
reaction anticorps est tcstcc par prelevcmcnt du serum suivi d'une etude de la formation 
d'un complcxe cntrc les anticorps presents dans le scrum ct Pantigene de la composition 
vaccinale, selon les techniques usuelles. 

Les compositions pharmaceutiques selon Pinvention contiendront une quantite 
eflicace des composes de T invention, e'est-a-dire en quantite suflisante du ou desdits 
composes permettant d'obtenir Peffet desire, comme par exemple la modulation de la 
replication cellulaire de circovirus MAP. L'homme de Tart saura determiner cette 
quantite, en fonction par exemple de Page et du poids de Pindividu a traiter, de Petat 
d'avancement de la pathologie, des efFets secondares eventuels et au moyen de test 
devaluation des efFets obtenus sur un echantillonnage de population, ces tests etant 
connus dans ces domaines duplications. 

Selon P invention, lesdites compositions vaccinalcs seront dc preference en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable et, le cas cchcant, avec un 
ou plusicurs adjuvants de Pimmunite approprics. 

Aujourd'hui, divers types dc vaccins sont disponibles pour protegcr Panimal ou 
Phomme contre des maladies infectieuses : micro-organismes vivants attenues (M 
bovis - BCG pour la tuberculose), micro-organismes inactives (virus de la grippe), des 
extraits acellulaires {Bordetella pertussis pour la coqueluche), proteines recombinees 
(antigene de surface du virus de Phepatite B), des polyosides (pneumocoques). Des 
vaccins prepares a partir de peptides de synthese ou de micro-organismes 
genetiquement modifies exprimant des antigenes heterologues sont en cours 
d*experimentation. Plus recemment encore, des ADNs plasmidiques recombines portant 
des genes codant pour des antigenes protecteurs ont ete proposes comme strategic 
vaccinale alternative. Ce type de vaccination est realise avec un plasmide particulier 
derivant d'un plasmide de E. coli qui ne se replique pas in vivo et qui code uniquemcnt 
pour la proteine vaccinante. Des animaux ont ete immunises en injectant simplement 
PADN plasmidique nu dans le muscle. Cette technique conduit a Pexpression de la 
proteine vaccinale in situ et a une reponse immunitaire de type cellulaire (CTL) et de 
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type humoral (anticorps). Cette double induction de la reponse immunitaire est Tun des 
principaux avantages de la technique de vaccination avcc de PADN nu. 

Les compositions vaccinalcs comprcnant des sequences nucleotidiqucs ou des 
vcctcurs dans lesqucls sont inscrccs lesditcs sequences, sont notammcnt clccritcs dans la 
5 demande Internationale N° WO 90/1 1092 ct cgalcmcnt dans la demande internationale 
N° WO 95/1 1307. 

La sequence nucleotidique constitutive de la composition vaccinate selon 
Pinvention peut etre injectee a Phote apres avoir etc couplee a des composes qui 
favorisent la penetration de ce polynucleotide a Pinterieur de la cellule ou son transport 

10 jusqu'au noyau cellulaire. Les conjugues resultants peuvent etre encapsules dans des 
microparticules polynieres, comme decrit dans la demande internationale N° WO 
94/27238 (Medisorb Technologies International). 

Selon un autre mode de realisation de ia composition vaccinale selon 
Pinvention, la sequence nucleotidique, de preference un ADN, est complexee avec du 

15 DEAE-dextran (Pagano et al., 1967) ou avec des protcines nuclcaires (Kaneda et al., 
1989), avec des lipides (Feigner et al., 1987) ou encapsulec dans des liposomes (Fralcy 
et al., 1980) ou encore introduite sous la forme d'un gel facilitant sa transfection dans 
les cellules (Midoux et al., 1993, Pastore ct al.,1994). Lc polynucleotide ou le vecteur 
selon Pinvention peut aussi etre en suspension dans une solution tampon ou etre associc 

20 a des liposomes. 

Avantageusement, un tel vaccin sera prepare conformement a la technique 
decrite par Tacson et al. ou Huygen et al. en 1996 ou encore conformement a la 
technique decrite par Davis et al. dans la demande inter-nationale N° WO 95/1 1307. 

Un tel vaccin peut etre egalement prepare sous la forme d'une composition 

25 contenant un vecteur selon Pinvention, placee sous le controle d'elements de regulation 
permettant son expression chez Phomme ou Panimal. On pourra par exemple utiliscr, 
en tant que vecteur d'expression in vivo de Pantigene polypeptidique d'interet, Ic 
plasmide pcDNA3 ou le plasmide pcDNAl/neo, tous les deux commercialises par 
Invitrogen (R&D Systems, Abingdon, Royaume-Uni). On peut aussi utiliscr le 

30 plasmide VlJns.tPA, decrit par Shiver ct al. en 1995. Un tel vaccin comprendra 
avantageusement, outre le vecteur recombinant, une solution saline, par exemple une 
solution de chlorure de sodium. 
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On entend designer par vehicule pharmaceutiquement acceptable, un compost 
ou une combinaison de composes entrant dans une composition pharmaceutiquc ou 
vaccinalc nc provoquant pas de reactions sccondaircs ct qui pcrmct par excmplc la 
facilitation de ('administration du composd actif, raugmcntation dc sa durcc de vie ct/ou 

5 de son cfllcacitc dans Porganisme, {'augmentation dc sa solubilite en solution ou encore 
Pamdioration de sa conservation. Ces vehicules pharmaceutiquement acceptables sont 
bien connus et seront adaptes par Phomme de Tart en fonction de la nature et du mode 
d'administration du compose actif choisi, 

En ce qui concerne les formulations vaccinales, celles-ci peuvent comprendre 

10 des adjuvants de Pimmunite appropries qui sont connus dc Phomme de Part, comme par 
exemple Phydroxyde d'aluminium, un representant de la famille des muramyl peptides 
comme un des derives peptidiques du N-acetyl-muramyl, un lysat bacterien, ou encore 
Padjuvant incomplet de Freund. 

Ces composes peuvent etre administres par voie systemique, en particulier par 

15 voie intraveineuse, par voie intramusculaire, intradermiquc ou sous-cutan£e, ou par voie 
orale. De mantere plus preferee, la composition vaccinale comprenant des polypeptides 
selon Tinvention, sera administree par voie intramusculaire, au travers de Palimcntation 
ou par nebulisation a plusieurs reprises, de manicre ctalee dans le temps. 

Leurs modes d'administration, posologies ct formes galcniqucs optimaux 

20 peuvent etre determines selon les criteres generalement pris en compte dans 
Petablissement d'un traitement adapte a un animal comme par exemple Page ou le 
poids, la gravity de son 6tat g£n6ral, la tolerance au traitement et les eflfets secondaires 
constates. 

La presente invention a egalement pour objet Putilisation des sequences 
25 nucleotidiques de circovirus MAP selon Pinvention, pour la construction de vecteurs 
retroviraux autoreplicatifs et les applications therapeutiques de celles-ci, notamment 
dans le domaine de la therapie gdnique humaine in vivo. 

La faisabilite de la therapie genique appliquce a Phomme n'est plus a ddmontrer 
et ceci concerne de nombreuses applications therapeutiques comme les maladies 
30 genetiques, les maladies infectieuses et les cancers. De nombreux documents de Part 
anterieur decrivent les moyens de mettre en oeuvre une therapie genique, notamment 
par Pintermediaire de vecteurs viraux. D'une maniere generale, les vecteurs sont 
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obtenus par deletion d'au moins une partie des genes viraux qui sont rcmplaces par Ics 
genes d'intdrct thcrapeutiquc. Dc tels vccteurs peuvcnt clrc propagcs dans une lignec de 
complementation qui fournit en trans Ics fonctions viralcs dclctccs pour gencrcr unc 
particulc dc vectcur viral defective pour la replication mais capable d'infecter une 

5 cellule hole. A cc jour, Ics vccteurs rctroviraux sont parmi les plus utilises ct leur mode 
d 1 infection sont largemcnt decrits dans la literature accessible A Phomme de Tart. 

Le principe de la therapie genique est de delivrer un gene fonctionnel, dit gene 
d'interet, dont TARN ou la proteine correspondante produira Peflfct biochimique desire 
dans les cellules ou tissus cibles. D'une part, Pinsertion de genes permet Pexpression 

10 prolongee de molecules complexes et instables comme des ARNs ou des proteincs qui 
peuvent etre extremement difficiles voire impossibles a obtenir ou a administrer 
directement. D'autre part, P insertion controlee du gene desire a Pinterieur de cellules 
specifiques ciblees permet de reguler le produit depression dans des tissus definis. 
Pour cela, il est necessaire de pouvoir inserer le gene therapeutique desire a Tinterieur 

15 de cellules choisies et done de disposer dc methode d'inscrtion capable dc ciblcr 
specifiquement Ics cellules ou les tissus choisis. 

Parmi les methodes d*insertion dc genes, comme par cxemplc la micro-injection, 
notamment Pinjection d'ADN plasmidiquc nu (Dcrsc, D. ct al., 1995 % ct Zhao, T.M. ct 
al., 1996), Pelcctroporation, la recombinaison homologuc, ['utilisation de particulcs 

20 virales, comme les retrovirus, est largement repandue. Cependant, appliques in vivo, Ics 
systemes de transfert de gene de type retroviral recombinant presentent a la fois un 
faible pouvoir infectieux (concentration insuffisante de particules virales) et un manque 
de specificite vis-a-vis des cellules cibles choisies. 

La realisation de vecteurs viraux cellules specifiques, presentant un tropisme 

25 tissu-specifique, et dont la transduction du gene d'interet peut etre efTectuee de maniere 
adequate par les cellules cibles, est realisable par exemple en ftisionnant un ligand 
specifique des cellules hotes cibles a la partie N-tcrminale d*unc proteine de surface de 
Penveloppe de circovirus MAP. On peut citer par exemple la construction de particulcs 
retrovirales presentant la molecule CD4 a la surface de Penveloppe de maniere a ciblcr 

30 les cellules humaines infectees par le virus HIV (YOUNG, J. AT. et al., Sciences 1990, 
250, 1421-1423), de particules virales presentant une hormone peptidique fusionnee 
avec une proteine de Penveloppe pour infecter specifiquement les cellules exprimant le 



WO 99/29871 



PCT/FR98/02634 



38 

recepteur correspondant (KASAHARA, N. et al. % Sciences 1994, 266, 1373-1376) ou 
bien encore de particules virales presentant un polypeptide fusionne capable dc se fixer 
sur Ic recepteur du factcur dc croissancc dc P epidemic (EGF)(COSSET, F.L. ct al. % J. of 
Virology 1995, 69, 10, 6314-6322). Dans unc autre approchc, des fragments simple 
chamc d'anticorps diriges contre des antigencs de surface des cellules ciblcs, sont 
inseres par fusion a la panic N-tcrminale dc la proteinc d'enveloppc (VALSESIA- 
WITTMAN, S. et al., J. of Virology 1996, 70, 3, 2059-2064 ; TEAR1NA CHU, T. H. et 
al, J. of Virology 1997, 71, 1, 720-725). 

Aux fins de la presente invention, un gene d'interet en usage dans Pinvention 
peut etre obtenu d'un organisme eucaryote, procaryote ou d'un virus par toute technique 
conventionnelle. II est, de preference, capable de produire un produit depression ayant 
un eftet therapeutique et il peut s'agir d'un produit homologue a la cellule hote ou, de 
maniere alternative, heterologue. Dans le cadre de la presente invention, un gene 
d'interet peut coder pour un produit (i) intracellulaire (ii) membranaire present a la 
surface de la cellule hote ou (iii) secrete hors de la cellule hote. II peut done comprendre 
des elements additionnels approprics comme, par exemple, une sequence codant pour 
un signal de secretion. Ces signaux sont connus de I'hommc dc Part. 

Conformement aux buts poursuivis par la presente invention, un gene d'interet 
peut coder pour une proteine correspondant a tout ou partic d'une proteinc native telle 
que trouvee dans la nature. II peut egalement s'agir d'unc proteinc chimcriquc, par 
exemple provenant de la fusion de polypeptides d'origines diverses ou d'un mutant 
presentant des propriety biologiques ameliorees et/ou modifiees. Un tel mutant peut 
etre obtenu par des techniques de biologie classiques par substitution, deletion et/ou 
addition d'un ou plusieurs residus acides amines. 

On prefere tout particulierement mettre en oeuvre un gene d'interct 
therapeutique codant pour un produit d'expression capable d'inhibcr ou retardcr 
Petablissement et/ou le developpement d'une maladie genetiquc ou acquisc. Un vecteur 
selon Pinvention est particulierement destine a la prevention ou au traitement de la 
mucoviscidose, de P hemophilic A ou B, de la myopathic de Duchenne ou de Becker, du 
cancer, du SIDA et d'autres bacteries ou maladies infectieuses dues a un organisme 
pathogene : virus, bacterie, parasite ou prion. Les genes d'interet utilisables dans la 
presente invention, sont ceux qui codent par exemple pour les proteines suivantes : 
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- une cytokine et notamment une interleukine, un interferon, un facteur de necrose 
tissulaire ct un facteur de croissance et notamment hematopoi'ctique (G-CSF, GM- 
CSF), 

- un facteur ou cofactcur impliquc dans la coagulation ct notamment Ic facteur VIII Je 
5 facteur von Willcbrand, l v antithrombine III, la proteinc C, la thrombinc ct Phirudinc, 

- une enzyme ou un inhibitcur d'ehzymc tel que Ics inhibitcurs de proteases virales, 

- un produit d'expression d'un gene suicide comme la thimidinc kinase du virus HSV 
(virus de P herpes) de type 1, 

- un activateur ou un inhibiteur de canaux ioniques, 

10 - une proteine dont Fabsence, la modification ou la deregulation de Pexpression est 
responsable d'une maladie genetique, telle que la proteine CFTR, la dystrophine ou 
minidystrophine, Finsuline, PADA (adenosine diaminose), la glucocerebrosidase et 
la phenylhydroxylase, 

- une proteine capable d'inhiber Pinitiation ou la progression de cancers, telle que les 
15 produits depression des genes suppresseurs de tumeurs, par exemple les genes P53 

et Rb, 

- une proteine capable de stimulcr une reponse immunitairc ou un anticorps, et 

- une proteinc capable d'inhibcr une infection virale ou son developpcment, par 
exemple les epitopes antigeniqucs du virus en cause ou des variants altercs de 

20 proteines virales susceptibles d'entrer en competition avec les proteines virales 
natives. 

L'invention concerne ainsi les vecteurs caracterises en ce qu'ils comprennent 
une sequence nucleotidique de circovirus MAP selon P invention, et en ce qu'ils 
comprennent en outre un gene d'interet. 
25 La presente invention concerne egalement des particules virales generees a partir 

dudit vecteur selon Pinvention. Elle concerne de plus des mdthodes pour la preparation 
de particules virales selon Pinvention, caracterisees en ce qu'elles mettent en oeuvre un 
vecteur selon Pinvention, incluant les pseudoparticules virales (VLP, Virus-Like 
Particles). 

30 L' invention a egalement pour objet des cellules animates transferees par un 

vecteur selon Pinvention. 

Sont egalement comprises dans Pinvention les cellules animates, notamment de 
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mammiferes, infectees par une particule virale selon ('invention. 

La prcsente invention concernc egalcmcnt un vectcur, une particule virale ou 
unc cellule selon Pinvcntion, pour Ic traitcmcnt ct/ou la prevention d'unc maladic 
genctiquc ou d\mc maladic acquisc commc Ic cancer ou unc maladic infecticuse. 
5 L'invcntion s'adressc egalcmcnt a une composition pharmacculiquc comprcnant a litre 
d'agent therapeutique ou prophylactiquc un vectcur ou unc cellule scion Pinvention, en 
association avec un vehicule acceptable d'un point de vuc pharmaceutique. 

D'autres caracteristiques et avantages dc Pinvention apparaissent dans les 
!0 exemples et les figures suivants : 
Legendes des figures : 

Figure I : Schema experimental ayant permis d'aboutir k Pisolement et a Pidentification 
du circovirus associe au MAP de type A et B. 

Essai 1 : reproduction experimentale du MAP par inoculation de broyats 
15 d'organes de pores d'dlevages atteints de MAP. 

Essai 2 : reproduction experimentale du MAP. 
Essai 3 : reproduction experimentale du MAP. 
Essai 4 : pas dc reproduction experimentale du MAP. 
Figure 2 : Organisation du genome du circovirus associe au MAP dc type A (PCVA) 
20 - brin de polarite (+) (SEQ ID N° 1) ; 

- brin de polarite (-) (SEQ ID N° 2, representee suivant Porientation 3'-> 5'); 

- sequences d'acides amines des proteines codees par les deux brins d*ADN dans les 
trois cadres de lecture possibles. 

Figure 3 : Alignement de la sequence nucleotidique SEQ ID N° 1 du circovirus MAP de 
25 type A (PCVA) et des circovirus souche MEEHAN et souche MANKERTZ des lignees 
cellulaires porcines. 

Ficure 4 : Alignement de la sequence d'acides amines SEQ ID N° 6 de polypeptide 
code par la sequence nucleotidique SEQ ID N° 3 (ORF1) du circovirus MAP de type A 
(PCVA) et des sequences nucleotidiques correspondantes des circovirus souche 
30 MEEHAN et souche MANKERTZ des lignees cellulaires porcines. 

Figure 5 : Alignement de la sequence d'acides amines SEQ ID N° 7 de polypeptide 
code par la sequence nucleotidique SEQ ID N° 4 (ORF2) du circovirus MAP de type A 
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(PCVA) et des sequences nucleotidiques correspondantes dcs circovims souche 

MEEHAN et souche MANKERTZ dcs lignees ccllulaircs porcincs. 

Figure 6 : Aligncmcnt dc la sequence d'acides amines SEQ ID N° 8 de polypeptide 

code par la sequence nuclcotidiquc SEQ ID N° 5 (ORF3) du circovims MAP de type A 

(PCVA) et dcs sequences nucleotidiques correspondantes dcs circovims souche 

MEEHAN et souche MANKERTZ des lignees ccllulaircs porcincs. 

Figure 7 : Analyse par Western-Blot des proteines rccombinantes du circovims MAP de 

type A (PCVA). 

Les analyses ont ete realisees sur dcs extraits cellulaires de cellules Sfi) obtenus 
apres infection par le baculovims recombinant PCV ORF 1. 

Figure 8 : Organisation du genome du circovims associe au MAP de type B (PCVB) 

- brin de polarite (+) (SEQ ID N° 9) ; 

- brin de polarite (-) (SEQ ID N° 10, representee suivant rorientation 3'-» 5*); 

- sequences d'acides amines des proteines codees par les deux brins d'ADN dans les 
trots cadres de lecture possibles. 

Figure 9 : Evolution du gain moyen quotidicn (GMQ) de pores d'elcvage atteints de 
maladie d'amaigrissement du porcclet (MAP ou DFP), places dans les conditions 
experimentales. 

Figure 10 : GMQ comparee pour les 3 lots de pores (Fl, F3 et F4) calculcc sur unc 
periode de 28 jours, apres essai de vaccination. 

Figure 11 : Hyperthermic superieure a 41°C, exprimee en pourccntage comparee pour 
les 3 lots de pores (Fl, F3 et F4) calculee par semaine sur une periode de 28 jours, apres 
essai de vaccination. 

Figure 12 : Membranes des spots peptides correspondant aux ORF2 revelees a Taide 
d'un serum de pore infecte, issu d'un elcvage conventionnel. 

Les numeros de peptides specifiques du circovims de type B ainsi que leurs 
homologues non reactifs (type A) sont indiques en gras. 

Les peptides immunogenes non specifiques sont indiques en italique. 
Figure 13 : Alignement des sequences d'acides amines des proteines codees par PORF2 
du circovims MAP de type A et par rORF'2 du circovims MAP de type B. La position 
de 4 peptides correspondant a des epitopes specifiques du circovims MAP de type B est 
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indiquec sur la sequence correspondande en trait gras, leur homologue sur la sequence 
du circovirus MAP dc type A est egalcmcnt indiquc par un trait simple. 

EX EM PI, ES 

5 EXEMPLE 1 : Clonagc, sequen^agc ct caracterisation du circovirus MAP de type A 
(PCVA) 

1 - Procedures exp£rimentale$ 

Reproduction experimentale de Pinfection et de son syndrome (cf. figure 1 ). 
Un premier essai a ete efiectue avec des pores issus d'un elevage de tres bonne 

10 tenue, mais atteint de la maladie de Pamaigrissement du porcelet (MAP) ou denommee 
* egalement DFP (Deperissement Fatal du Porcelet). Des epreuves contact avec des pores 
EOPS (Exempts d'organismes pathogenes specifies) ont montre un transfert de 
contaminant(s) se traduisant par une pathologic complcxe associant hyperthermic, 
ralentissement de la croissance, diarrhee et conjonctivite. Le virus SDRP (syndrome 

15 dysgenesique et respiratoire porcin, maladie infectieusc due a un arteri virus) a ete 
rapidement isolc a partir des pores d'elevage et des pores contact. Uenscmble des signes 
cliniques aurait pu etre attribuc a la presence du virus SDRP. Toutcfois, deux pores 
d'elevage ont prescnte des signes de DFP sans que le virus SDRP soit isole. Lcs 
analyses histologiqucs et formules sanguines ont ccpendant montre que ccs pores ctaicnt 

20 atteints d'un processus infectieux d'origine virale. 

Dans un deuxieme essai, des pores EOPS de 8 semaines ont ete inocules par voie 
intratracheale avec les broyats d'organes provenant des deux pores d'elevage atteints de 
DFP. Les pores inocules ont presente de rhyperthermie 8 a 9 jours post-infection, puis 
leur croissance a 6te ralentie. D'autres pores EOPS, places au contact, ont presente des 

25 signes similaires, attenues, 30 jours apres Tepreuve initiale. Aucune seroconversion vis- 
a-vis d'une souche europeenne ou canadienne de virus SDRP n'a ete enregistree chez ces 
animaux. 

Un troisieme essai a permis de reproduire le syndrome a partir dc prelevements 
efiectues sur les pores du second essai. 
30 Conclusion 

Le syndrome est reproduit dans les conditions experimentales. II est determine 
par au moins un agent infectieux, transmissible par contact direct. Les constantes 
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cliniques sont une hyperthermic parfois elevee (supcrieurc ou egale 41,5°C) qui se 
developpe 8 & 10 jours apres infection. Un ralcntisscmcnt dc la croissancc pcut ctre 
observe. Les atitres manifestations sont une inversion dc la formulc sanguine (inversion 
du rapport lymphocytc/polynuclcairc dc 70/30 a 30/70) ct des lesions frequcntcs sur les 
ganglions, notammcnt ceux drainant I'apparcil rcspiratoire (hyper-trophic ganglionnaire, 
pcrte de structure avec necrose et infiltration par des cellules mononucleees ou 
plurinucleees geantes). 
2 - Etudes en laboratoire 

Divers supports cellulaires incluant des cellules de rein dc pore primaires ou en 
lignee, des cellules de testicule de pore, des cellules de rein de singe, des lymphocytes 
de pore, des macrophages alveolaires de pore, des monocytes du sang circulant, ont etc 
utilises pour mettre en evidence la presence eventuelle d'un virus. Aucun eftet 
cytopathique n'a ete mis en evidence sur ces cellules. En revanche, 1'utilisation d'un 
serum de pore malade apres infection experimentale a permis de reveler un antigenc 
intracellulaire dans les monocytes, les macrophages et environ 10 % des cellules de rein 
de pore (RP) infectees avec les broyats d'organc. Ccttc revelation indirccte a ete faite en 
cinctique a differents temps de culture. II en ressort que I'antigcnc apparatt initialcment 
dans Ic noyau des cellules infectees avant dc sc rcpandrc dans 1c cytoplasmc. ,Lcs 
passages successifs en culture cellulaire n'ont pas permis d'amplificr Ic signal. 

En microscopie electronique sur des broyats d'organes, il a etc visualise des 
particules spheriques marquees specifiquement par le serum de pores malades, infectes 
dans les conditions experimentales. La taille de ces particules est estimee a 20 nm. 

Apres deux passages de ces broyats d'organes sur lymphocytes de pore puis trois 
passages sur cellules de rein ou de testicule de pore, un eflfet cytopathique s'est 
developpe et a ete amplifie. Au microscope electronique a ete visualise un adenovirus 
qui, dans les conditions experimentales, n'a pas reproduit le DFP (on note seulement un 
pic d'hyperthermie 24 a 48 heures apres infection, puis plus ricn). 

Des bandes d'ADN dans certains prelevements de pores infectes dans les 
conditions experimentales et ayant presente des signcs de la maladie ont pu ctre mis en 
evidence (resultats non representes). II existe une certaine correspondance entre les 
prelevements donnant un resultat positif en culture cellulaire et ceux presentant une 
bande d'ADN. 
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Conclusion 

Au moins deux types de vims ont ete mis en evidence dans les broyats d'organes 
issus dc pores malades dc DFP. L'un est un adcnoviais, mais it nc rcproduit pas a kit 
scul la maladic. L'autrc type de virus est un circovirus el est associes au DFP. Ce 
5 circovirus, dont deux types ont 6i6 isolcs ct sequences, denommes ci-apnis circovims 
MAP de type A (ou PCVA) ct circovims MAP dc type B (ou PCVB) presented des 
mutations par rapport aux sequences connucs de circovirus non pathogencs pour le pore. 
3 - Clonage et sequencage de V ADN du circovirus MAP de type A 

Extraction de I'ADN forme replicative (RF), clivage par Penzyme Kpn 1 et 
10 amplification par un couple d'amorces flanquant le site de restriction Kpn I. Sequencage 
des deux brins au moins deux fois par la methode de Sanger. 

La sequence nucleique du brin de polarite (+) du genome du circovirus MAP de 
type A (ou PCVA), souche DFP, est representee par la sequence SEQ ID N° 1 dans la 
liste des sequences, la sequence nucleique du brin de polarite(-) du genome du 
15 circovirus MAP de type A (ou PCVA) etant representee par la sequence nucleique 3* — > 
5' de la figure 3 ou par la sequence SEQ ID N° 2 (representee suivant ['orientation 5* -> 
3') dans la liste de sequences . 

Les sequences d'acides amines SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 7 ct SEQ ID N° 8 de 
la liste des sequences represented respectivement les sequences des proteines codecs 
20 par les sequences nucleiques des 3 cadres ouverts de lecture SEQ ID N° 3 (ORF1), 
correspondant a la proteine REP, SEQ ID N° 4 (ORF2) et SEQ ID N° 5 (ORF3), 
d^terminees a partir de la sequence SEQ ID N° 1 du brin de polarite (+) ou de la 
sequence nucleique SEQ ID N°2 du brin de polarite (-) du genome du circovirus MAP 
de type A. 

25 4 - Comparaison des sequences nucleotidiques et d'acides amines du circovirus 
MAP de type A (ou associe a la MAP) obtenues avec les sequences 
cprrespQndantes de circQviru$ MEEHAN et MANKERTZ de liqnee$ ccllulaires 
porcines 

Utilisation du logiciel d'analyse de sequence d'ADN, DNASIS. 
30 Sequences des oligonucleotides utilises comme amorces ou sondes dans les procedes de 
detection et/ou d' identification 

1. detection specifique du circovirus MAP de type A : 
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amorce PCV 5 : 5' GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3' ; 
amorce PCV 10 : 5' TGG A AT GTT AAC GAG CTG AG 3' ; 

2. detection specifiquc du circovirus des lignccs ccllulaircs : 
amorce PCV 5 : 5* GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3* ; 

5 amorce MEE I : 5' TGG AAT GTT AAC TAC CTC A A 3' ; 

3. detection differentielle : 

les couples d'amorces utilises sont ceux par exempic decrits dans les 
paragraphes 1 et 2 ci-dessus ; 

4. detection des formes replicatives RF (replicative forms) circulates 
10 monomeriques : 

amorce PCV 5 : 5' GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3' ; 
amorce PCV 6 : 5' CTC GCA GCC ATC TTG GAA TG 3' ; 

5. detection des vecteurs portant les dimeres en tandem : 
dimere Nar : 

15 amorce KS 620 : 5' CGC GCG TAA TAC GAC TCA CT 3' ; 

amorce PCV 5 : 5' GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3' ; 
dimere Kpn : 

amorce KS 620 : 5' CGC GCG TAA TAC GAC TCA CT 3' ; 

amorce PCV 6 : 5' CTC GCA GCC ATC TTG GAA TG 3' ; 
20 6. detection differentielle : 

les couples d'amorces utilises sont ceux par exemple decrits dans les 
paragraphes 4 et 5 ci-dessus. 

Les procedes utilisant les couples d'amorces decrits dans les paragraphes 4 et 5 
sont particulierement interessants pour detecter de fa?on differentielle les formes 
25 monomeriques circulates de formes replicatives specifiques du virion ou de I'ADN en 
replication et les formes dimdriques retrouv^es dans les constructions molcculaires dites 
en tandem. 

Les constructions en tandem du genome viral (dimeres) tcllcs que les 
constructions utilisees pour la preparation du vecteur pBS KS+ Tandem PCV Kpn 1, 
30 depose a la CNCM sous le numero 1-1891, le 3 juillet 1997 (E-coli transformee par Icdit 
vecteur) sont tres interessantes pour leur utilisation dans des methodes de production en 
quantite sufFisante d'un inoculum constitue d'ADN, destine a la production de virus et 
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ccci cn Pabsence de protocole satisfaisant de production dc virus sur systcme ccllulairc. 
Cesditcs mcthodcs dc production utilisant ccs constructions cn tandem du genome viral 
pcrmcltront d'etudicr par mutation les factcurs dc virulence ct par voic dc consequence 
pouiTont clrc utilisccs pour la fabrication d'unc collection dc vims pott ant les mutations 
indiquecs dans la construction des vectcurs qui prescntcronl Ic tropisme ct la virulence 
approprics. Ces vecteurs a structure autoreplicative presentent des proprietes 
rechcrchces en transfer! dc genes, notamment pour leurs applications en therapic 
geniquc, et en vaccinologie. 

Analyse par Western-Blot des proteines recombinantes du circovirus MAP de type A 

Les resultats ont ete obtenus en utilisant un antiserum specifique du circovirus 

MAP produit lors de Tessai 1 (cf. figure 1). 
Type de produits analyses 

Les analyses ont ete r^alisees sur des extraits cellulaires de cellules Sfi) obtenus 
apres infection par le baculovirus recombinant PCV ORF 1 . 

La culture des cellules Sf9 a ete realisee sur bottc dc Petri de 25 cm 2 scion les 
mcthodes de culture standard pour ces cellules^ Aprcs ccntrifugation, les culots 
cellulaires sont rcpris par 300 pi de tampon PBS (tampon phosphate salin). 

Electrophorese (PAGE- SDS) 

L'electrophorese est realisee sur les extraits cellulaires dc cellules SR> obtenus 
precedemmcnt sur 5 echantillons (cf. tableau 1 ci-dessous) dans les conditions 
suivantes : 



% gel de polyacrylamide : 8 % ; Conditions : denaturantes 
Voltage : 80 V ; Duree : 135 mn. 

Tableau 1 : Nature des echantillons soumis a Telectro- phorese 



N° puits 


1 


2 


3 


4 


5 


depots 


PM 


Raoul 


Raoul 


Raoul 


Raoul 




Rainbow 


24 h 


48 h 


72 h 


96 h 


mi 


10 


15 


15 


15 


15 


^chant. 












Ml 


0 


5 


5 


5 


5 


Laemli 4X 
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Legendes du tableau 1 : 
Lacmli 4X : tampon dc charge 

PM Rainbow : marqucurs dc poids molcculairc (35, 52, 77, 107, 160 ct 250 kD) 

Raoul 24 h, 48h, 72h ct 96h : produits d'cxprcssion dc PORFI du circoviais MAP dc 

type A. 

Western-blot 

Apres electrophone, lcs bandes obtcnucs dans les difterents puits sont 
transferees sur membrane.de nitrocellulose pendant 1 h a 100 v dans un tampon TGM 
(Tris-glycine-methanol). 

Le Western-blot est realise dans les conditions suivantes : 

1) Saturation par une solution contenant 5 % de lait ecreme ; 0,05 % Tween 20 
dans un tampon TBS IX (Tris buffer saline) pendant 30 min. 

2) ler anticorps : 

10 ml d'anticorps anticircovirus MAP de type A sont ajoutes dilues au 
1/100, puis le milieu reactionnel est incube une nuit a 4°C. Trois lavages de 10 min. en 
TBS IX sont effectues. 

3) 2eme anticorps : 

10 ml d'anticorps P164 de lapin anti-immunoglobulincs dc pore, couples 
a la peroxydase (Dakopath) sont ajoutes dilues au 1/100, puis le milieu reactionnel est 
incube 3 heures a 37°C. Trois lavages de 10 min. en TBS IX sont cfiectues. 

4) Revelation 

Le substrat 4-Chloro-l-Naphtol, en presence d'eau oxygenee est utilise 
pour la revelation. 
Resultats 

Les resultats sont represents a la figure 7. 

Cinetique d'apparition des anticorps specifiques dc la protcinc recombinante REP du 
circovirus MAP de type A exprime en baculovirus apres infection des pores par le 
circovirus MAP de type A (essai 4. cf. figure \) 

Apres infection des pores, un echantillon de serum de chacun des pores infectes 
est preleve a differentes periodes exprimees dans le tableau par la date du prelevement 
(effectue ici la meme annee) puis est analysee par Western-blot. 
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La revelation des anticorps specifiques est realisec de la manicre decrite 
prdcedemmcnt. 

Les rdsultats obtcnus sont rcprcscntcs par Ic tableau 2 ci-dessous. 



* Tableau 2 : Cinctiquc d'apparition des anticorps specifiques 



Echan. 


Pores 


10/06 


16/06 


23/06 


01/07 


08/07 


15/07 


21/07 


A3 


1 












Neg. 




Temoin- 


2 












Neg. 




B2 


1 


Neg. 


Neg. 


Neg. 


+ 


+ 


++ 


+++ 


Infec. 


2 


Neg. 


Neg. 


Neg. 


Neg. 


Neg. 


Neg. 


Neg. 


RP+ 


3 


Neg. 


Neg. 


Neg. 


Neg. 


+ 


+ 


+ 




4 


Neg. 


Neg. 


Neg. 


Neg. 


Neg. 


Neg. 


++ 



Legendcs du tableau 2 : 

A3 Temoin : animaux temoins non infectes ; 
10 B2 Infec. RP+ : animaux infectes avec des cellules dc rein dc pores (RP) contcnant le 

circo virus ; 

Neg. : negatif ; 

++, +++ : echelle dMntensite de la reaction positive ; 

10/06, 16/06, 23/06, 01/07, 08/07, 15/07, 21/07 : dates exprimees en jour/mois 
15 auxquelles ont 6t€ eflfectu^es les difTerents prelevements de serum. 

EXEMPLE 2 : Clonage, sequen^age et caracterisation du circovirus MAP type B 
(PCVB) 

Les techniques utilisees pour le clonage, le scqucngagc et la caracterisation du 
circovirus MAP type B (PCVB) sont celles utilisees a 1'excmplc 1 ci-dessus pour le 
20 circovirus MAP type A (PCVA). 

La sequence nucleique du brin de polarite (+) du genome du circovirus MAP de 
type B (ou PCVB) est representee par la sequence SEQ ID N° 9 dans la liste des 
sequences, la sequence nucleique du brin de polarite (-) du genome du circovirus MAP 
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de type B (ou PCVB) etant representee par la sequence nucleiquc 3* -> 5' de la figure 8. 
ou par la sequence SEQ ID N° 10 (representee suivant P orientation 5* -> 3') dans. la 
listc dc sdquences . 

Lcs sequences decides amines SEQ ID N° 14, SEQ ID N° 15 et SEQ ID N° 16 
5 de la liste des sequences rcprdscntcnt rcspcctivemcnt lcs sequences des protcincs codecs 
par les sequences nucleiqucs des 3 cadres ouvcrts dc lecture SEQ ID N° 11 (ORFM), 
correspondant a la proteine REP, SEQ ID N° 12 (ORF'2) ct SEQ ID N° 13 (ORF3) % 
determinees a partir de la sequence SEQ ID N° 9 du brin dc polarite (+) ou de la 
sequence nucleique SEQ ID N° 10 du brin de polarite (-) du genome du circovirus MAP 
10 detypeB. 

EXEMPLE 3 : Analyse comparative des sequences nucleotidiques (ORFl, ORF2 et 
genomique) et des sequences d'acides amines codes par PORJF1 et 
PORF2 des circovirus MAP de type A (PCVA) et de type B (PCVB) 
15 Les resultats exprimes en % d'homologic sont rcpresentes dans les tableaux 3 et 

4 ci-apres. 

Tableau 3 : Analyse comparec des sequences d'acides amines 



% homologie 


ORF1 j 


ORF2 


PCVA /PCVB 


80,4 


56,2 



20 Tableau 4 : Analyse comparee des sequences nucleotidiques 



% homologie 


Genomique 


ORF1 


ORF2 


Le reste 


PCVA / PCVB 


70,4 


80,4 


60,1 


66,1 
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EXEMPLE 4 : Observation de la maladie et reproduction de la maladie dans les 
conditions experimentales 

a) Essai N° 1 : Observation de la maladie 

L'objcctif est dc prendre des animaux d'clcvagc en debut de maladie ct de les 
placer dans les conditions experimentales pour suivre revolution de la pathologic ct en 
decrire toutcs les manifestations cliniques. Ce premier essai a etc effectuc sur 3 pores 
d'elevage ag6s de 10 semaines dont 2 etaient deja maladcs (atteints dc depcrissement), 
et sur 3 autres pores ages de 13 semaines, ne presentant pas de signes de maladie. 
^observation clinique s'est etalee sur une periode de 37 jours. Deux pores de 10 
semaines ont rapidement deperi (pore 1 et 2, figure 9) et ont du etre euthanasies 5 et 6 
jours aprds leur arrivee. Un seul a presente de Thyperthermie sur 5 jours et de la 
diarrhee. Deux autres pores ont presente de la dyspnee et de la toux dont un a fait en 
outre de V hyperthermic, superieure a 41°C, les deux premiers jours de son sejour. Un 
autre pore a eu une croissance ralentie a la deuxieme semaine (pore 6, figure 9), sans 
qu'aucun autre signe clinique ne soit releve. Sur le plan lesionnel, 5 pores sur 6 ont 
presente des lesions macroscopiques de pneumonic grise, le sixieme presentait des 
lesions cicatricielles sur le poumon. 

b) Essai N° 2 ; Reproduction dc la maladie a parlir d* inoculums prepares sur 
pores d'elevage. 

Les deux pores malades dans Tessai 1 ont servi a preparer des inocula que Ton a 
teste dans Tessai 2 sur des pores exempts d'organismes pathogenes spectfiques (EOPS, 
SPF en version anglo-saxonne). Les pores EOPS etaient ages de 9 semaines au moment 
de Pinoculation. Les resultats cliniques et lesionnels sont presentes dans le tableau 5. 
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Dans cet essai, il n'y a pas eu deperissement, tout au plus un ralentisscment de la 
croissance a la deuxieme, troisicme ou quatrieme semaine apres infection. Ces donnccs 
illustrciit que certaines conditions d'clcvagc favoriscnt probablcmcnt ('expression de la 
maladic. 

c) Essais N° 3 a N° 7 ; Reproduction des essais experimentaux 

La multiplication dcs essais experimentaux sur pores a eu pour objectif de 
maitriscr et de mieux caracteriser le modele experimental. L'cnsemble des resultats est 
presente dans le tableau 5. 

Dans les conditions experimentales, la MAP se caracterise ainsi par une 
incubation longue, de 8 a 14 jours, des hyperthermics (ranches sur 2 a 8 jours, une 
diminution de la consommation alimentaire et un ralentissement de la croissance 
ponderale a la deuxieme, troisieme ou quatrieme semaine post-infection. Le tableau 
lesionnel associe a cette expression clinique comprend pour Pessentiel, des 
hypertrophies ganglionnaires et des lesions de pneumonic. 

Conclusion 

La mise au point dc ce modele experimental pcrmct de mettre en evidence de 
manicre indiscutable le role etiologique direct du circovirus MAP dans la maladic. Dc 
plus, ce modele est Poutil indispensable pour la comprehension dcs mccanismcs 
pathogeniques ct Pctudc dc futurs candidats vaccins. 

EXEMPLE 5 : Mise en evidence de I'efficacite protcctricc dc composition vaccinalc 
realisee a partir de fragments nucleiqucs de sequence de circovirus 
MAP 

1) Animaux utilises pour Tetude 

Des porcelets presentant la maladie MAP, reproduite dans les conditions 
experimentales decrite au paragraphe c) de TExemple 4, ont ete utilises dans un 
protocole devaluation de TefTtcacite de composition vaccinate comprenant des 
fragments nucleiques de sequence de circovirus MAP. 

2) Composition vaccinate tcstee ct protocole de vaccination 

a) Composants utilises pour Tetudc 
Les plasmides ont ete obtenus a partir du plasmide pcDN A3 de INVITROGENE 
- Plasmides pcDNA3 ORF- 
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Ces plasmides sont des plasmides ne portant pas d'insert d'acide nucleique de 
circovirus MAP et sont utilises a titre dc plasmide temoin ncgalif. 

- Plasmide pcDNA30RFI + cl plasmide pcDNA30RF2+ 

Lcs plasmides pcDNA30RFI + ct pcDNA30RF2+ sbm des plasmides qui 
5 portent tin insert d'acide nucleique de la sequence dti circovirus MAP dc TYPE B, 
respectivement un insert comprcnant le fragment decide nucleique SEQ ID N° II 
(ORF'l) codant pour la proteine Rep dc sequence SEQ ID N° 14 et un insert 
comprenant le fragment d'acide nucleique SEQ ID N° 12 (ORF'2) codant pour la 
proteine de sequence SEQ ID N° 15, correspondant probablement a la proteine de 
10 capside, ces constructions nucleiques comprenant le codon ATG d'initition de la 
sequence codante de la proteine correspondante. 

- Plasmide GMCSF+ 

Le GM-CSF (Granulocyte/macrophage-colony stimulating factor) est une 
cytokine qui intervient dans le developpement, la maturation et l'activation des 
15 macrophages, des granulocytes et des cellules dendritiqucs prcsentatrices d'antigdnc. 
L'apport benefique du GM-CSF dans la vaccination est estime etre une activation 
cellulairc avee notamment le recrutcmcnt ct la differenciation dc cellules presentatriccs 
d'antigenc. 

Ce plasmide pcDNA3-GMCSF+ porte un insert d'acide nucleique codant pour le 
20 facteur de stimulation de colonies granulocytes/macrophage, la proteine GM-CSF. 

Le gene codant pour cette proteine GM-CSF a ete clone et sequence par Inumaru 
et al. (Immunol. Cell Biol., 1995, 73 (5), 474-476). Le plasmide pcDNA3-GMCSF+ a 
&e obtenu aupres du Dr. B. Charley de L'lNRA de Jouy-en-Josas (78, France). 

- Baculovirus recombinants 

25 Les baculovirus dits ORF- sont des virus nc portant pas d'insert comprenant un 

fragment d'acide nucleique capable d'exprimer une proteine de circovirus MAP. 

Les baculovirus dits ORF1+ (BAC ORF1+) ou ORF2+ (BAC ORF2+) sont des 
baculovirus recombinants portant respectivement un insert comprenant un fragment 
d'acide nucleique SEQ ID N° 11 (ORFM) et un insert comprenant le fragment d'acide 

30 nucleique SEQ ID N° 12 (ORF'2). 
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- Adjuvant 

L'adjuvant fourni par la Society Seppic filialc de AIR LIQUIDE est Tadjuvant 
corrcspondant A la reference AIF SEPPIC. 
b) Protocolc dc vaccination 

Dcs porcclcts scvrds ages dc 3 scmaincs sont repartis en quatrc lots A, B, C ct D 
comprenant chacun 8 porcclcts. 

Lcs lots A, B et C, ages dc 3 semaines, re^oivent chacun une premiere injection 
(injection Ml) de 1 ml contenant 200 microgrammcs de plasmides (ADN nu) en PBS, 
pH : 7,2, par voie intramusculaire pour chacun des plasmides mentionnes ci-apres pour 
chaque lot, puis, a Page de 5 semaines une deuxieme injection (injection M2) 
comprenant ces memes plasmides. Une troisieme injection est pratiquee simultanement 
de Tautre cote du cou. Cette troisieme injection comprend 1 ml d'une suspension 
contenant 5.10 6 cellules infectees par baculovirus recombinants et 1 ml d'adjuvant AIF 
SEPPIC. 

Lot A (Fl ) (Lot temoin) : 

- premiere injection 

Plasmidc pcDNA30RFl-, plasmidc pcDNA30RF2- et plasmidc GMCSF+ . 

- deuxieme et troisieme injection (simultanees) 

Plasmide pcDNA30RFl-, plasmidc pcDNA30RF2- ct plasmidc GMCSF+; 
Cellules transformdes par baculovirus ne contenant pas dMnsert decide 
nucleique codant pour une proteine de circovirus MAP ; 
Adjuvant AIF SEPPIC. 
Lot B (F2) (Lot temoin) : 

- premiere injection 

Plasmide pcDNA30RFl-,' plasmide pcDNA30RF2- et plasmide GMCSF+ ; 

- deuxieme et troisieme injection (simultanees) 

Plasmide pcDNA30RFl-, plasmide pcDNA30RF2- et plasmidc GMCSF+ ; 
Cellules transformers par baculovirus ne contenant pas dMnsert d'acidc 
nucleique codant pour une proteine de circovirus MAP ; 
Adjuvant AIF SEPPIC. 
Lot C (F3) : 

- premiere injection 
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Plasmide pcDNA30RFl+, plasmide pcDNA30RF2+ et plasmide GMCSF+ ; 

- deuxicme et troisieme injection (simultan^es) 

Plasmide pcDNA30RFi+, plasmide pcDNA30RF2+ ct plasmide GMCSF+ ; 
Cellules transformccs par des baculovirus recombinants BAC ORFI + ct BAG 
5 ORF2+ capablcs d'exprimcr rcspcctivcmcnt la proteinc Rep de sequence SEQ ID N° 14 
et la proline de sequence SEQ ID N° 15 du circovirus MAP de TYPE B. 
Lot D (F4) (lot temoin) : aucune injection 

Les lots de porcelets B, C ct D sont infectes (mis a Pepreuve) a Page de 6 
semaines alors que le lot A n'est pas soumis a Pepreuve. 
10 3) Suivi des lots 

- comptage toux-eternuement : 15 minutes / lot / jour ; 

- consistance matures fecales : tous les jours ; 

- enregistrements habituels : Prise de sang hebdomadaire, pesees ; 

- pesees des refus alimentaires : 3 fois par semaine ; 
1 5 - calcul du gain moyen quotidien en poids (gmq) ; 

Les gains moyens quotidiens ont etc calcules pour chacun des lots sur unc 
periode de 28 jours suivant la mise a Peprcuve (cf figure 10), un calcul intcrmediairc 
du gmq a etc cgalement efiectue pour chacun des lots sur la premiere ct la sccondc 
periode de 14 jours. Les resultats obtenus sont rcportes ci-apres dans le tableau 6. 
20 Tableau 6 : Gains moyens quotidiens 





Fl 


F2 


F3 


F4 


j0-j!4 


411 g 


450 g 


511 g 


461 g 


jl4-j28 


623 g 


362 g 


601 g 


443 g 


j0-j28 


554 g 


406 g 


556 g 


452 g 



- Mesure de Phyperthermie 

La mesure de Phyperthermie, superieure a 41°C (cf. figure 11) et superieure a 
25 40,2°C, a &6 effectuee pour chacun des lots sur une periode totale de 28 jours suivant la 
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mise a Pepreuve. Les resultats obtenus, correspondant au rapport exprimd en 
pourcentagc entre le nombrc dc releves thcrmiques supcricurs a 41°C (ou superieurs k 
40,2°C) ct entre Ic nombrc total dc rclcvcs thcrmiques cflcclucs sur I'cnscmblc dcs 
pores par periode d'unc scmainc, sont rcportcs ci-apres dans les tableaux 7 ct 8, 
5 respcctivcmcnt pour les mcsures d'hyperthermic supericure a 4I°C ct supcrieurc a 
40,2°C. 



Tableau 7 ; Hyperthermics > 41 °C 





Fl 


F2 


F3 


F4 


SI 


4.1 


0. 


0. 


0. 


S2 


10.7 


16. 


0. 


8.9 


S3 


4.7 


27. 


0. 


45. 


S4 


0. 


0. 


0. 


7.5 



Tableau 8 : Hyperthermics > 40.2 





Fl 


F2 


F3 


F4 


1 si 


29.1 


10.41 


29.1 


20.8 


S2 


28.5 


39.2 


10.7 


37.5 


S3 


14.3 


68.7 


25.0 


81.2 


S4 


3.3 


17.5 


20.0 


55 
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4) Conclusion 

Les enregistrements cficctuds montrcnt claircmcnt que les aniniaux qui ont re^u 
les trois injections d'unc composition vaccinalc comprenanl des fragments cPacide 
nucleique dc circovirus MAP scion I'invcntion ct /ou capables d'exprimer des proteines 
5 recombinantes de circovirus MAP, cn particular dc typo B, n'onl pas presente 
d' hyperthermic (cf. figure 10). Ccs animaux n'ont pas connu en outre de baisse de leur 
croissancc, les gmq etant compatibles a ceux des animaux temoins non infectes (cf. 
figure 9). lis n'ont presente aucun signe clinique particulier, 

Ces resultats mettent en evidence la protection efficace des porcelets contre 
10 Pinfection par un circovirus MAP de Tinvention, agent primaire responsable de la MAP 
ou DFP, apportee par une composition vaccinale preparee a partir de fragment d'acide 
nucleique de la sequence nucleique de circovirus MAP selon V invention, en particulier 
de type B, et/ou a partir de proteines recombinantes codees par ces fragments d'acides 
nucleiques. 

15 Ces resultats montrent en particulier que les proteines codees par les ORF1 et 

ORF2 de circovirus MAP selon Tinvention sont des proteines immunogencs induisant 
une reponse protcctricc efilcacc pour la prevention dc Pinfection par un circovirus 
MAP. 

EXEMPLE 6 : Diagnostic serologiquc dc Circovirus MAP par immunodosagc 
20 utilisant des proteines recombinantes ou peptides dc synthesc de 

Circovirus MAP 
A - Diagnostic Serologique par proteines recombinantes 

L' identification et le sequen9age de circovirus porcin MAP perrnettent de 
produire par les techniques de recombinaison genetique bien connues de Phomme des 
25 proteines recombinantes de circovirus MAP, 

Par ces techniques, des proteines recombinantes codecs en particulier par 
PORF'2 du circovirus MAP, type B, ont ete exprimecs par des cellules d'inscctc SP9 
transformees puis isolees. 

Ces proteines recombinantes codees par PORF'2 sont extraites, apres culture des 
30 cellules sfS> transformees, par lyse cellulaire thermique grace a 3 cycles de 
surgelation/decongelation -70°C/+37°C. Des cellules Sf9 saines ou Sf9 temoins non 
transformees sont egalement lysees. 
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Ces deux fractions antigeniques issues de cellules S(9 temoins non transformees 
et dc cellules Sf9 exprimant TORF2 sont precipitccs a 4°C par unc solution a 60 % 
plus ou moins 5 % de sulfate d'ammonium saturc. Un dosage dc proteines totales est 
realise a Paidc du kit Diorad. 500ng dc proteines SP) tcmoin ct de proteines Sf x ) 
exprimant rORF'2 scmi-purificcs, en solution dans du tampon bicarbonate 0,05 M pi I 
9,6 sont adsorbees passivement au fond dc 3 cupulcs diflerentcs d'unc microplaque 
Nunc Maxisorp par incubation unc nuit a +4°C. 

La reactivite de serums de pores vis-a-vis de chacunc de ces fractions 
antigeniques est dvaluee par une reaction ELISA indirecte dont le protocole 
experimental est d£tailI6 ct-dessous : 

- Etape de saturation : 200 nl/cupule de PBSIX/Lait demi- ecreme 3 %, incubation 1 h 
30 a 37°C. 

- Lavage : 200 pl/cupule de PBS 1X/T ween 20 : 0,05 %, 3 lavages rapides. 

- Etape d'incubation des serums : 100 nl/cupulc dc serum dilue au 1/100 en PBSIX/Lait 
demi-ecreme. 1 %/Tween 20 : 0,05 % , incubation 1 h a 37°C. 

- Lavage : 200 nl/cupule de PBSIX/Tween 20 : 0,05 %, 2 lavages rapides suivis de 2 
lavages de 5 min. 

- Etape dMncubation du conjuguc : 50 |il/cupulc dc conjugue lapin anti-porc diluc au 
1/1000 en PBSIX/Lait demi-ecreme, 1 %/Tween 20 : 0,05 %, incubation 1 h a 37°C. 

- Lavage : 200 pl/cupule de PBSIX/Tween 20 : 0,05 %, 2 lavages rapides suivis de 2 
lavages de 5 min. 

- Etape de Revelation : 100 jil/cupule de substrat OPD / Tampon Citrate / H2O2, 
incubation 15 min a 37°C. 

- Arret de Reaction : 50 ^1/cupule H2SO4 IN. 

- Lecture au spectrophotometre a 490 nm. 
Resultats 

Les resultats obtenus sont presentes ci-dessous dans le tableau 9. 
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Tableau 9 : 



Antigdncs 


React ivitc Scrum Pore 
non inoculc par Ic Circovirus 


Rcactivite Scrum Pore 
inoculc par lc Circovirus 


SIV temoin purifie 


0,076 


0,088 


Sf9 exprimant ORF'2 purifie 


0,071 


1,035 



Les resultats sont exprimes en densite optique mesuree au spectrophotometre a 490 nm 
5 lors de I 'analyse par ELISA de la reactivite de serums de pore inocule ou non par le 

circovirus MAP type B selon le protocole indique ci-dessus. 

B - Diagnostic Serologique par Peptide de Synthese 

La cartographic epitopique des proteines codecs par exemplc par les sequences 

nucleiques ORF1 et ORF2 des deux types de circovirus MAP (types A ct B) a permis en 
10 autre d'identifier des epitopes circoviraux immunogenes sur les proteines codees par les 

sequences nucleiques ORFM et ORF'2 ainsi que les epitopes specifiques de la protcinc 

codec par la sequence nucleiquc ORF'2 du circovirus MAP type B. Quatrc epitopes 

specifiques du circovirus MAP type B ct un epitope commun aux deux types de 

circovirus MAP situes sur la proteines codee par la sequence nucleiquc ORF'2 ont ete 
15 synthetises sous forme de peptide. Les peptides equivalents chcz le circovirus de type A 
. ont egalement &e synthetises. Tous ces peptides ont ete evalues comme antigencs de 

diagnostic dans le cadre de la realisation d'un test serologique. 

Resultats 

Les resultats obtenus sont representes dans le tableau 10 ci-apres. 
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EXEMPLE 7 : Caracterisation des epitopes spccifiques du circovirus MAP de type B 
Les proteines codees par TOIIF2 dcs circoviais porcins de type A et B ont etc 
choisics pour cettc 6tudc. Pour chacune dcs ORF2 (types A ct B). 56 peptides de 15 
acides amines qui sc chcvauchcnt tous les 4 acides amines ont 6i6 synthases, 
rccouvrant ainsi la totalite dc la proteinc (cf. tableau 1 1 ci-apres). 

Tableau 11 : Sequence d'acides amines des 56 peptides de 15 acides amines 
synthetises a partir de la sequence nucleiquc ORF*2 (type B) et 
ORF2 (type A) de circovirus MAP avec leur numero de spot 
correspondant (cf. figure 12) 





ORF2 type B 




ORF2 type A 


Spot n° 


Sequence 


Spot n° 


Sequence 


104 


MTYPRRRYRRRRHRP 


160 


MTWPRRRYRRRRTRP 


105 


RRRYRRRRHRPRSHL 


161 


RRRYRRRRTRPRSHL 


106 


RRRRHRPRSHLGQIL 


162 


RRRRTRPRSHLGN1L j 


107 


HRPRSHLGQILRRRP 


163 


TRPRSHLGN1LRRRP 


108 


SHLGQILRRRPWLVH 


164 


SHLGNILRRRPYLVH 


109 


QILRRRPWLVHPRMR 


165 


N1LRRRPYLVI-1PAFR 


no 


RRPWLVHPRHRYRWR 


166 


RRPYLVHPAFRNRYR 


in 


LVHPRHRYRWRRKNG 


167 


LVMPAFRNRYRWRRK 


112 


RHRYRWRRKNGIFNT 


168 


AFRNRYRWRRKTGIF 


113 


RWRRKNGIFNTRLSR 


169 


RYRWRRKTGIFNSRL 


114 


KNG1 FNTRLSRTFG Y 


170 


RRKTGIFNSRLSREF 


115 


FNTRLSRTFGYTVKR 


171 


GIFNSRLSREFVLTI 


116 


LSRTFGYTVKRTTVR 


172 


SRLSREFVLTIRGGH 


117 


FGYTVKRTTVRTPSW 


173 


REFVLTIRGGHSQPS 


118 


VKRTTVRTPSWAVDM 


174 


LTIRGGHSQPSWNVN 


119 


T VRTP SW A VDMMRFN 


175 


GGHSQPSWNVNELRF 


120 


PSWAVDMMRFNINDF 


176 


QPSWNVNELRFNIGQ 


121 


VDMMRFNINDFLPPG 


177 


NVNELRFNIGQFLPP 


122 


RFNINDFLPPGGGSN 


178 


LRFNIGQFLPPSGGT 


123 


NDFLPPGGGSNPRSV 


179 


IGQFLPPSGGTNPLP 


124 


PPGGGSNPRSVPFEY 


180 


LPPSGGTNPLPLPFQ 


125 


GSNPRSVPFEYYRIR 


181 


GGTNPLPLPFQYYRI 


126 


RS VPFEYYRI RK VK V 


182 


PLPLPFQYYR1RKAK 


127 


FEYYRIRKVKVEFWP 


183 


PFQYYRIRKAKYEFY 


128 


R1RKVKVEFWPCSPI 


184 


YR1RKAKYEFYPRDP 


129 


VKVEFWPCSPITQGD 


185 


KAKYEFYPRDPITSN 


130 


FWPCSPITQGDRGVG 


186 


EFYPRDPITSNQRGV 


131 


SPITQGDRGVGSSAV 


187 


RDP1TSNQRGVGSTV 


132 


QGDRGVGSSAVILDD 


188 


TSNQRGVGSTVV1LD 
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133 


GVGSSAV1LDDNFVT 


189 


RGVGSTVV1LDANFV 


134 


SAVILDDNFVTKATA 


190 


STVVILDANFVTPST 


135 


LDDNFVTKATALTYD 


191 


1LDANFVTPSTNLAY 


136 


FVTKATALTYDPYVN 


192 


NF VTPSTNL A YDP Y 1 


137 


ATALTYDPYVNYSSR 


193 


PSTNLAYDPYINYSS 


138 


TYDPYVNYSSRMTIT 


194 


LAYDPYINYSSRHTI 


139 


YVNYSSRHTITQPFS 


195 


PYINYSSRMTIRQPF 


140 


SSRHTITQPFSYHSR 


196 


YSSRHT1RQPFTYHS 


141 


TITQPFSYHSRYFTP 


. 197 


HTIRQPFTYHSRYFT 


142 


PFSYHSRYFTPKPVL 


198 


QPFTYHSRYFTPKPE 


143 


HSRYFTPK.PVLDFTI 


199 


YHSRYFTPKPELDQT 


144 


FTPKPVLDFTIDYFQ 


200 


YFTPKPELDQTIDWF 


145 


PVLDFTIDYFQPNNK 


201 


KPELDQTIDWFQPNN 


146 


FTIDYFQPNNKRNQL 


202 


DQT1DWFQPNNKRNQ 


147 


YFQPNNKRNQLWLRL 


203 


DWFQPNNKRNQLWLH 


148 


NNKRNQLWLRLQTAG 


204 


PNNKRNQLWLHLNTH 


149 


NQLWLRLQTAGNVDH 


205 


RNQ LWLHLNTHTN VE 


150 


LRLQTAGNVDHVGLG 


206 


WLHLNTHTNVEHTGL 


151 


TAGNVDHVGLGTAFE 


207 


NTHTNVEHTGLGYAL 


152 


VDHVGLGTAFENS1Y 


208 


NVEHTGLGYALQNAT 


153 


GLGTAFENSIYDQEY 


209 


TGLGYALQNATTAQN 


154 


AFENSIYDQEYN1RV 


210 


YALQNATTAQNYVVR 


155 


SIYDQEYNIRVTMYV 


211 


NATTAQNYVVRLTIY 


156 


QEYN1RVTMYVQFRE 


212 


AQNYVVRLTIYVQFR 


157 


1RVTMYVQFREFNFK 


213 


VVRLTIYVQFREFIL 


158 


MYVQFREFNFKDPPL 


214 


TIYVQFREFILKDPL 


159 


VQFREFNFKDPPLNP 


215 


YVQFREFILKDPLNE 



Ces peptides ont ete synthetases selon la methode «spot» qui consiste en une 
synthese simultanee d'un grand nombre de peptides sur un support solide de cellulose, 
chaque lieu de synthese d'un peptide constituant un spot (Synt:em, N1MES). Cettc 
5 methode implique une orientation des peptides sur la plaque, ceux-ci etant fixes dc 
fa?on covalente par Pextremite carboxy-terminale. Un spot represente environ 50 nmole 
de peptide. 

La reference des spots et des sequences peptidiques correspondantes est donnee 
dans le tableau 11. 

10 Ces membranes ont 6te utilisecs pour des tests d'immunorcactivitc vis-a-vis dc 

serum de pores EOPS infectes ou non experimcntalement par la souche circoviralc 
MAP type B ainsi que vis-a-vis de serums de pores infectes, issus d'elevages 
conventionnels (elevages conventionnels 1 ou 2). Cette etude a permis de mettre en 
evidence des peptides immunoreactifs specifiques du circovirus de type B 

15 correspondant aux spots N° 121, N° 132, N° 133 et N° 152 (respectivement de 
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sequences d'acides amines SEQ ID N° 17, SEQ ID N° 18, SEQ ID N° 19 et SEQ ID 
N° 20). Une illustration est presentee dans la figure 12 ou les membranes sont revelccs 
avee un scrum de pore infeetc, provenant d'un clcvagc convcntionncl. Dcs peptides 
immunoreactirs non specifiqucs dc type ont cgalcmcnt etc mis en dvidence parmi 
lesqucls nous retiendrons Ic peptide N° 146 qui est fortcmcnt immunogene. 

Une comparaison entre les sequences peptidiqucs dcs circovirus dc type A ct B 
(figure 13) indique une divergence allant de 20 a 60 % pour les peptides immunoreactifs 
spdeifiques du type B, et une divergence plus faiblc (13 %) entre les peptides non 
specifiques. 
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REVENPICATfONS 

1. Sequence nucleotidiquc du genome dc circovirus MAP choisie parini les 
sequences SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 9, SEQ ID N° 10 ou un dc leurs 
fragments. 

2. Sequence nucleotidiquc dc circovirus MAP, caracterisee en ce qu'cllc est 
choisie parmi : 

a) une sequence nucleotidique de fragment specifique d'unc sequence selon la 
revendication 1 ; 

b) une sequence nucleotidique homologue a une sequence nucleotidique telle que 
definie en a) ; 

c) une sequence nucleotidiquc complementaire d'une sequence nucleotidiquc telle que 
definie en a) ou b), et une sequence nucleotidiquc de leur ARN correspondant ; 

d) une sequence nucleotidique capable de s'hybrider dans des conditions stringentes 
avec une sequence telle que definie en a), b), ou c) ; 

e) unc sequence nucleotidique comprenant une sequence telle que definie en a), b), c) 
ou d) ; et 

0 unc sequence nucleotidique modifiec d'unc sequence nucleotidiquc telle que 
definie en a), b), c), d) ou c). 

3. Sequence nucleotidique selon la revendication 2 % caracterisee cn cc 
qu'elle est choisie parmi les sequences SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5, SEQ 
ID N° 1 1, SEQ ID N° 12, SEQ ID N° 13 ou un de leurs fragments. 

4. Sequence nucleotidique selon la revendication 2 y caracterisee en ce 
qu'elle comprend une sequence nucleotidique choisie parmi : 

a) une sequence nucleotidique selon la revendication 3 ; 

b) une sequence nucleotidique de fragment specifique d'une sequence telle que definie 
en a); 

c) une sequence nucleotidique homologue comportant au moins 80 % d'identitc avec 
une sequence nucleotidique telle que definie en a) ou b) ; 

d) une sequence nucleotidique complementaire ou d'ARN correspondant a unc 
sequence telle que ddfinie en a), b) ou c) ; et 
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e) une sequence nucteotidique modiftee d'une sequence telle que definie en a), b), c), 
. oud). 

5. Sequence nucldotidiquc scion Tunc des revendications 2 a 4, caracteriscc 
en cc que la sequence nucldotidiquc de fragment specifique comprend une sequence 

5 nucleotidiquc choisic parmi les sequences suivantes : 

a) 5' TGTGG£GA3'; 

b) 5 f AGTTTCCT 3' ; 

c) 5' T£ATTTAGAGGGTCTTT£AG 3' ; 

d) y GTCAACCT 3' ; 
10 e) 5* GTGGTTGC 3* ; 

0 5' AGCC£AGG 3' ; 

g) 5' TTGGCTGG 3* ; 

h) 5 , TCIAGCTC1GGT3 , ; 

i) 5' ATCT£AG£T£GT 3* ; 
15 j) 5* T£TCCTCCT£TT 3' ; 

k) y TCT£TAGA 3' ; 
I) y TGTACCAA 3* ; 

m) 5* TCCQTCTT 3* ; et leur sequence complcmcntairc. 

6. Polypeptide code par une sequence nucleotidiquc selon Tunc des 
20 revendications 1 a 5. 

7. Polypeptide selon la revendication 6, caracterise en ce que sa sequence 
est representee par un fragment specifique d'une des six sequences d'acides amines 
representees a la figure 2 ou a la figure 8. 

8. Polypeptide selon la revendication 6 ou 7, caracterise en ce qu'il est 
25 choisi parmi les polypeptides de sequences SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 7, SEQ ID N° 8, 

SEQ ID N° 14, SEQ ID N° 15, SEQ ID N° 16 ou un de leurs fragments. 

9. Polypeptide caract£ris£ en ce qu'il comprend un polypeptide choisi 

parmi : 

a) un fragment specifique d'au moins 5 acides amines d'un polypeptide selon Tune 
30 des revendications 6 a 8 ; 

b) un polypeptide homologue a un polypeptide tel que defini en a) ; 
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c) un fragment specifique biologiquement actif d*un polypeptide tel que defini en a) 
ou b) ; et 

d) un polypeptide modifid d'un polypeptide tel que ddfini en a), b) ou c). 

10. Polypeptide scion la revendication 9, carnctirisi en cc qu'il comprend un 
polypeptide choisi parmi les polypeptides de sequences SEQ ID N° 17, SEQ ID N° 18. 
SEQIDN 0 19 et SEQ ID N°20. 

11. Sequence nucleotidique codant pour un polypeptide scion les 
revendications 7 a 10. 

12. Sequence nucleotidique utilisable comme amorce ou sonde, caract£ris£e 
en ce que ladite sequence est choisie parmi les sequences nucleotidiques selon Tune des 
revendications 1 a 5, et 11. 

13. Sequence nucleotidique selon la revendication 12, caracterisee en ce que 
ladite sequence est Tune des amorces de couple d'amorces choisie parmi les couples 
suivants : 

a) 5* GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3\ et 
5' TGG AAT GTT AAC GAG CTG AG 3' ; 

b) 5' GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3\ ct 
5' CTC GCA GCC ATC TTG GAA TG 3'; 

c) 5' CGC GCG TAA TAG GAC TC A CT 3\ ct 
5* GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3' ; 

d) 5* CGC GCG TAA TAC GAC TCA CT 3\ et 
5* CTC GCA GCC ATC TTG GAA TG 3' ; 

e) 5' CCT GTC TAC TGC TGT GAG TAC CTT GT 3', et 
5' GCA GTA GAC AGG TCA CTC CGT TGT CC 3\ 

14. Sequence nucleotidique selon la revendication 12, caracterisee en ce que 
ladite sequence est une sequence consensus specifique de circovirus porcin autre que 
circovirus MAP et en ce qu'elle est Tune des amorces du couple d'amorces suivant : 

a) 5 1 GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3\ ct 
y TGG AAT GTT AAC TAC CTC AA 3\ 

15. Sequence nucleotidique selon la revendication 12, caracterisee en ce que 
ladite sequence est une sequence consensus specifique de circovirus porcin autre que 
circovirus MAP de type B et en ce qu*elle est Tune des amorces du couple d'amorces 
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suivant : 

a) 5' GGC GGC GCC ATC TGT AAC GGT TT 3 \ ct 
5* GAT GGC GCC GAA AG A CGG GTA TC 3'. 

16. Sequence nucleotidique scion Tunc des revendications 12 a 15, 
caracterisee en cc qu'elle est marquee par un compose radioactif ou par un compose non 
radioactif. 

17. Sequence nucleotidique selon Tune des revendications 12 a 16, 
caracterisee en ce qu'elle est immobilisee sur un support, de maniere covalente ou non 
covalente. 

18. Sequence nucleotidique selon Tune des revendications 12 i 17, pour la 
detection et/ou Tamplification de sequences nucleiques. 

19. Vecteur de clonage, et/ou d'expression, caracterise en ce qu'il contient 
une sequence nucleotidique selon Tune des revendications 1 a 5, et 1 1. 

20. Vecteur caracterise en ce qu'il comprend une sequence nucleotidique 
selon Tune des revendications 1 h 5, et 11, et en ce qu'il comprend en outre un gene 
d'interet. 

21. Particule ou pseudoparticule virale gcncrcc a partir d'un vecteur scion 
Tunc des revendications 1 9 et 20. 

22. Cellule hotc, caracterisee en ce qu'elle est transformee par un vecteur 
selon Tune des revendications 19 et 20, ou une particule virale scion la revendication 
21. 

23. Animal, comprenant une cellule transformee selon la revendication 22. 

24. Procede de preparation d'un polypeptide recombinant, caracterise en ce 
qu'il met en oeuvre un vecteur selon Tune des revendications 19 et 20, une cellule 
transformee par ledit vecteur et/ou un animal comprenant ladite cellule transformee. 

25. Proc6d6 de preparation d'un polypeptide synth&ique, caract£ris6 en ce 
qu'il utilise une sequence d'acides amines d'un polypeptide selon Tune des 
revendications 6 a 10. 

26. Polypeptide recombinant ou synthetique obtenu par un procede selon la 
revendication 24 ou 25. 

27. Polypeptide hybride, caract6ris6 en ce qu'il comporte au moins la 
sequence d'un polypeptide selon Tune des revendications 6 k 10, et 26 et une sequence 
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d'un polypeptide susceptible d'induire une reponse immunitaire chez 1'hommc ou 
Panimal. 

28. Polypeptide hybridc scion la revendication 27, caracterise cn ce qu'il 
comportc au moins la sequence d'un polypeptide selon Punc des revendications 6 a 10, 

5 et 26, et unc sequence d'un polypeptide susceptible d'induirc une reponse humoralc 
ct/ou cellulaire chez Phomme ou Panimal. 

29. Sequence nucteotidique codant pour un polypeptide hybride selon Punc 
des revendications 27 et 28. 

30. Vecteur caracterise en ce qu'il contient une sequence nucleotidique selon 
10 la revendication 29. 

31. Polypeptide hybride selon Punc des revendications 27 et 28, caracterise 
en ce qu'il s'agit d'un polypeptide recombinant obtenu par la mise en oeuvre d'un 
vecteur selon la revendication 30, 

32. Procede pour la detection et/ou Identification de circovirus MAP, de 
15 circovirus porcin autre qu'un circovirus MAP ou de circovirus porcin autre que le 

circovirus MAP de type B, dans un echantillon biologique, caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

a) mise en contact de l'echantillon biologiquc avee un polypeptide scion Tunc des 
revendications 6 a 10, et 26 ; 
20 b) mise en evidence du complexe antigene-anticorps eventuellement forme. 

33. Proc6d6 selon la revendication 32 pour la detection et/ou Identification 
de circovirus MAP de type B dans un Echantillon biologique, caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

a) mise en contact de P6chantillon biologique avec un polypeptide selon la 
25 revendication 10 ; 

b) mise en Evidence du complexe antigene-anticorps eventuellement form6. 

34. Kit ou necessaire pour la detection et/ou Pidentification de circovirus 
MAP, de circovirus porcin autre qu'un circovirus MAP ou de circovirus porcin autre 
que le circovirus MAP de type B, caracterise en ce qu'il comprend les elements 

30 suivants : 

a) un polypeptide selon Pune des revendications 6 a 10, et 26 ; 
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b) le cas ech^ant, les reactifs pour la constitution du milieu propice a la reaction 
immunologique ; 

c) le cas cchdant, les r&ictifs permcttant misc cn evidence des complexes anligcnc- 
anticorps 6vcntucIIemcnt formes cntrc Ic ou les polypeptides dc Pinvcntion ct les 
anticorps ; 

d) le cas ecMant, un dchantillon biologiquc de reference (temoin ndgatif) depourvu 
d'anticorps reconnus par ledit polypeptide ; 

e) le cas echeant, un dchantillon biologique de reference (temoin positif) contenant 
une quantite predeterminee d'anticorps reconnus par ledit polypeptide. 

35. Anticorps mono- ou polyclonaux, leurs fragments, ou anticorps 
chimeriques, caracterisds en ce qu'ils sont capables de reconnaitre specifiquement un 
polypeptide selon Tune des revendications 6 a 10, et 26. 

36. Anticorps selon la revendication 35, caracteris6 en ce qu*il s'agit d'un 
anticorps marque. 

37. Proced6 pour la detection et/ou Pidentification de circovirus MAP, de 
circovirus porcin autre qu'un circovirus MAP ou de circovirus porcin autre que le 
circovirus MAP de type B, dans un echantillon biologiquc, caractcrise cn ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

a) mise en contact de Pechantillon biologique avee un anticorps scion Pune des 
revendications 35 ou 36 ; 

b) mise en evidence du complexe antigene-anticorps forme. 

38. Kit ou ndcessaire pour la detection et/ou Pidentification de circovirus 
MAP, de circovirus porcin autre qu'un circovirus MAP ou de circovirus porcin autre 
que le circovirus MAP de type B, caracterise en ce qu'il comprend les elements 
suivants : 

a) un anticorps polyclonal ou monoclonal selon Pune des revendications 35 ou 36 ; 

b) le cas Echeant, les reactifs pour la constitution du milieu propice a la reaction 
immunologique ; 

c) les reactifs permettant la mise en evidence des complexes antigene-anticorps 
produits par la reaction immunologique. 

39. Procede de detection et/ou d'identification de circovirus MAP, de 
circovirus porcin autre qu'un circovirus MAP ou de circovirus porcin autre que le 



WO 99/29871 



PCT/FR98/02634 



74 

circovirus MAP de type B,dans un dchantillon biologique, caracterisc en ce qu'il met en 
oeuvre une sdquence nucleotidique selon Tune des revendications 12 A 18. 

40. Procede scion la rcvcndication 39, caracterisc cn cc qu'il comportc Ics 
ctapcs suivantcs : 

a) le cas cchdant, isolemcnt dc I'ADN a partir de I'echanlillon biologiquc a analyser ; 

b) amplification spccifiquc de I'ADN de circovirus MAP a Paide d'au moins unc 
amorce selon Tune des revendications 12 a 18 ; 

c) misc en evidence des produits d'ampiification. 

41. Procede selon la revendication 39, caracterisd en ce qu'i! comprend les 
etapes suivantes : 

a) mise en contact d'une sonde nucleotidique selon Tune des revendications 12 a 18 
avec un dchantilion biologique, PADN contenu dans Pechantillon biologique ayant, 
le cas dcheant, prealablement ete rendu accessible a Phybridation, dans des 
conditions permettant Phybridation de la sonde a PADN de Pechantillon ; 

b) mise en evidence dc Phybride eventuellement forme entre la sonde nucleotidique et 
PADN de Pechantillon biologique. 

42. Procede selon la revendication 39, caracterisc cn cc qu'il comprend ies 
etapes suivantes : 

a) mise en contact d'une sonde nucleotidique immobilisee sur un support scion la 
revendication 17, avec un echantillon biologique, I'ADN de Pechantillon, ayant, le 
cas echeant, ete prealablement rendu accessible a I'hybridation, dans des conditions 
permettant Phybridation de la sonde a PADN de l'echantillon ; 

b) mise en contact de Phybride forme entre la sonde nucleotidique immobilisee sur un 
support et PADN contenu dans l'echantillon biologique, le cas echdant apres 
elimination de PADN de Pechantillon biologique n'ayant pas hybride avec la 
sonde, avec une sonde nucleotidique marquee selon la revendication 16 ; 

c) mise en evidence du nouvel hybride forme a Petape b). 

43. Procede selon la revendication 41 ou 42, caracterisc en ce que, 
prealablement a Petape a), PADN de Pechantillon biologique, est amplifie a Paide d'au 
moins une amorce selon Pune des revendications 12 a 15. 

44. Kit ou necessaire pour la detection et/ou Pidentification de circovirus 
MAP, de circovirus porcin autre qu'un circovirus MAP ou de circovirus porcin autre 
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que le circovirus MAP de type B, caracterise en ce qu'il comprend les dements 
suivants : 

a) unc sonde nucleotidique selon Tune des revcndications 12 n 18; 

b) Ic cas cchdant, les rcactifs necessaires a la misc cn ocuvrc d'une reaction 
d' hybridation ; 

c) le cas echeant, au moins unc amorce scion Tunc dcs revcndications 12 a 18, ainsi 
que les r&ictifs ndcessaires a une reaction d'amplification dc P ADN. 

45. Kit ou necessaire pour la detection et/ou Pidentification de circovirus 
MAP, de circovirus porcin autre qu'un circovirus MAP ou de circovirus porcin autre 
que le circovirus MAP de type B, caracterise en ce qu'il comprend les Elements 
suivants : 

a) une sonde nucleotidique, dite sonde de capture, selon la revendication 17 ; 

b) une sonde oligonucleotidique, dite sonde de revelation, selon la revendication 16 ; 

c) le cas echeant, au moins une amorce selon Tune des revcndications 12 a 18, ainsi 
que les reactifs necessaires a une reaction d'amplification de PADN. 

46. Kit ou necessaire pour la detection et/ou Pidentification de circovirus 
MAP, dc circovirus porcin autre qu'un circovirus MAP ou dc circovirus porcin autre 
que le circovirus MAP de type B, caracterise cn cc qu'il comprend les elements 
suivants : 

a) au moins une amorce selon Pune des revendications 12 a 18 ; 

b) le cas echeant, les rcactifs necessaires pour eflfectuer une reaction d'amplification 
d'ADN ; 

c) le cas echeant, un composant permettant de verifier la sequence du fragment 
amplify, plus particulierement une sonde oligonucleotidique selon Pune des 
revendications 12 k 18. 

47. Proc&te ou kit ou necessaire selon Pune des revendications 32 k 34, ou 
37 a 46, pour le diagnostic d'une infection par un circovirus MAP, par un circovirus 
porcin autre qu'un circovirus MAP ou par un circovirus porcin autre que Ic circovirus 
MAP de typeB. 

48. Utilisation d'une sequence nucleotidique selon Pune des revendications 1 
a 5, et 11, d'un polypeptide selon Pune des revendications 6 a 10, 26, d'un anticorps 
selon Pune des revendications 35 et 36, d'une cellule selon la revendication 22, et/ou 



WO 99/29871 PCT/FR98/02634 

76 

d'un animal transforme selon la revendication 23, pour la selection de composes 
organiques ou inorganiques capables dc modulcr, d'induire ou d'inhibcr ['expression dc 
gdnes, cl/ou de modifier la rdplication ccllulairc dc circovirus MAP ou capable 
d'induirc ou d'inhibcr chcz 1c pore les pathologies tides h unc infection par un circovirus 
5 MAP. 

49. Mdthode de selection dc compose capable de sc licr a un polypeptide 
selon Tune des revendications 6 a 10, 26, capable de sc Her a une sequence 
nucleotidique selon Tune des revendications 1 a 5, et 1 1, ou capable de reconnaitre un 
anticorps selon la revendication 35, et/ou capable de moduler, d'induire ou d'inhiber 

10 Pexpression de gdnes, et/ou de modifier la replication cellulaire de circovirus MAP, ou 
capable d'induire ou d'inhiber chez le pore les pathologies liees a une infection par un 
circovirus MAP, caractdrisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

a) mise en contact dudit compost avec ledit polypeptide, ladite sequence 
nucleotidique, avec une cellule transformee selon la revendication 22, et/ou 

15 administration dudit compose k un animal transforme selon la revendication 23 ; 

b) determination de Tactivite dudit compose. 

50. Compose susceptible d'etre selcctionne par une mcthodc selon la 
revendication 49. 

51. Composition pharmaceutique comprenant un compose choisi parmi les 
20 composes suivants : 

a) une sequence nucleotidique selon Tune des revendications 1 a 5, 1 1 et 29 ; 

b) un polypeptide selon Tune des revendications 6 a 10, 26 a 28, et 3 1 ; 

c) un vecteur ou une particule virale selon Tune des revendications 19 a 21, et 30, ou 
une cellule selon la revendication 22 ; 

25 d) un anticorps selon la revendication 35 ; et 
e) un composd selon la revendication 50. 

52. Composition selon la revendication 51, en association avec un vdhicule 
pharmaceutiquement acceptable et, le cas dcheant, un ou plusieurs adjuvants de 
Pimmunite appropries. 

30 53. Composition vaccinate, caracterisee en ce qu'elle comprend un compose 

choisi parmi les composes suivants : 

a) une sequence nucleotidique selon Tune des revendications 1 a 5, 1 1 et 29 ; 
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b) un polypeptide selon Tune des revcndications 6 a 10, 26 a 28, et 3 1 ; 

c) un vecteur ou une particule virale selon Tune des revcndications 1 9 a 2 1 , et 30 ; ct 

d) une cellule scion la revendication 22. 

54. Composition vaccinate scion la revendication 53, caractcrisdc en cc 
qu'cllc comprend un melange d'au moins deux desdits composes ct en ce que Tun des 
deux desdits composes est rclatif au circovirus MAP de type A ct 1'autrc rclatif au 
circovirus MAP de type B. 

55. Composition vaccinale, caractdrisee en ce qu'elle comprend au moins 
Pun des composes suivants : 

- une sequence nucleotidique SEQ ID N° 11, SEQ ID N°12, ou un de leurs 
fragments ; 

- un polypeptide de sequence SEQ ID N° 14, SEQ ID N° 15, ou un de leurs 
fragments ; 

- un vecteur ou une particule virale comprenant une sequence nucleotidique SEQ 
ID N° 1 1 , SEQ ID N° 12, ou un de leurs fragments ; 

- une cellule transformee capable d'exprimer un polypeptide de sequences SEQ 
ID N° 14, SEQ ID N° 15, ou un de leurs fragments ; ou 

- un melange dc deux au moins desdits composes. 

56. Composition vaccinate scion la revendication 54 ou 55, caracterisec en cc 
qu'elle comprend ledit melange de deux au moins desdits composes comme produit de 
combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou &alee dans le temps pour la 
prevention ou le traitement d'infection par un circovirus MAP. 

57. Composition vaccinate selon la revendication 55 ou 56, caracterisee en ce 
que ledit melange comprend les composees suivants : 

- un plasmide pcDNA3 contenant un acide nucl&que de sequence SEQ ID 

N° 11 ; 

- un plasmide pcDNA3 contenant un acidc nucleiquc de sequence SEQ ID 

N°12 ; 

- un plasmide pcDNA3 contenant un acide nucleiquc codant pour la proteine 
GM-CSF ; 

- un baculovirus recombinant contenant un acide nucleique de sequence SEQ ID 

N° 1 1 ; 
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- un baculovirus recombinant contenant un acide nuclcique de sequence SEQ ID 
N°12;et 

- le cas £ch6ant, un adjuvant de Hmmuniic appropric, notammcnt I 'adjuvant 

AIF™. 

58. Composition pharmaccutiquc scion Tune des rcvendications 51 A 57, 
pour la prevention ou Ic traitement d'unc infection par un circovirus MAP. 

59. Composition pharmaceutique selon Tunc des rcvendications 54 a 58 pour 
la prevention ou le traitement d'une infection par lc circovirus MAP de type B. 

60. Utilisation d*une composition selon Tune des rcvendications 51 A 59 
pour la preparation d*un medicament destinee a la prevention ou le traitement 
d'infection par un circovirus MAP. 

61. Utilisation d'une composition selon Tune des revendications 54 a 57 
pour la preparation d'un medicament destinee a la prevention ou le traitement 
d'infection par le circovirus MAP de type B. 

62. Vecteur selon Tune des revendications 19, 20 et 30, particulc virale selon 
la revendication 21, ou cellule selon la revendication 22, pour Ic traitement et/ou la 
prevention d'unc maladic par thcrapie geniquc. 

63. Utilisation d'un vecteur selon Tunc des rcvendications 19, 20 ct 30, 
d'une particule virale selon la revendication 21, ou d'une cellule scion la revendication 
22, pour la preparation d'un medicament destinee au traitement et/ou la prevention 
d'une maladie par therapie genique. 
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Leu Ala Ser Arg Cys Arg Cys Cys Arg Pro leu Thr Leu Ser Phe Ala Leu Cys 
Trp Arg Val Glu Ala Ala Ala Ala Gly Arg Cys Arg His Phe His Trp Ala 

Gly Ala Cys Lys Pro Leu Pro Leu Val Glu Ala Ala Asp Thr Phe lie Gly Leu 



3' TGG TCG CGT GAA GCC GTC GCC GTC GTG GAG CCG TCG CAG TCA CTT TTA CGG TTC 
9 18 27 36 45 54 

5' ACC AGC GCA CTT CGG CAG CGG CAG CAC CTC GGC AGC GTC AGT GAA AAT GCC AAG 



Thr Ser Ala Leu Arg Gin Arg Gin His Leu Gly Ser Val Scr Glu Asn Ala Lys 
Pro Ala His Phe Gly Ser Gly Scr Thr Scr Ala Ala Scr Vol Lys Met Pro Scr 
Gin Arg Thr Scr Ala Ala Ala Ala Pro Arg Gin Arg Gin Lys Cys Gin Ala 

Scr Phe Arg Gly Ala Val Gly Tyr Ser Thr Pro Thr 0<, ° Gly 0 0 0 Tyr Asp Lys 
Leu Phe Ala Ala Arg Leu Gly Met Leu Pro Pro His Glu Gly Lys lie lie Arg 
Leu Phe Leu Pro Gly Cys Gly Trp Leu Leu His Thr Asn Vol Arg Leu Leu Gly 



GTT CTT TTC GCC GGG CGT TGG GGT ATT CTC CAC CCA CAA GTG GGA ATT ATT AGG 
63 72 81 90 99 108 

CAA GAA AAG CGG CCC GCA ACC CCA TAA GAG GTG GGT GTT CAC CCT TAA TAA TCC 



Gin Glu Lys Arg Pro Ala Thr Pro oco Glu Val Gly Val His Pro 000 *°° Ser 
Lys Lys Ser Gly Pro Gin Pro His Lys Arg Trp Val Phe Thr Leu Asn Asn Pro 
Arg Lys Ala Ala Arg Asn Pro He Arg Gly Gly Cys Ser Pro Leu He lie Leu 

Arg Pro Pro Ser Phe Cys Phe Val Pro Ala Glu Leu Arg Gly Lys Gin Asn Asn 
Gly Leu Leu Leu Phe Val Phe Tyr Pro Leu Lys Trp Asp Gly Lys Lys He He 
Glu Ser Ser Ser Phe Phe Leu He Arg Ser Ser Gly He Glu Arg Lys Ser 000 

AAG GCT CCT CCT CTT TTT GTT TTA TGC CCT CGA AGG TTA GAG GGA AAA ACT AAT 
117 126 135 144 153 162 

TTC CGA GGA GGA GAA AAA CAA AAT ACG GGA GCT TCC AAT CTC CCT TTT TGA TTA 



Phe Arg Gly Gly Glu Lys Gin Asn Thr Gly Ala Ser Asn Leu Pro Phe 000 Leu 
Ser Glu Glu Glu Lys Asn Lys He Arg Glu Leu Pro He Scr Leu Phe Asp Tyr 
Pro Arg Arg Arg Lys Thr Lys Tyr Gly Ser Phe Gin Ser Pro Phe Leu lie He 

Gin Lys His Arg Pro Leu Asn Pro Leu Pro Tyr Phe Glu Glu Gly Gly Pro Thr 
Lys Asn Thr Alo Leu Phe Thr Gin Phe Leu Thr Scr Scr Arg Vol Glu Leu Pro 
Lys Thr Gin Pro Ser Ser Pro Lys Ser Scr Pro Leu Vol Gly ooc Arg Trp Pro 



AAA ACA AAC ACC GCT CCT TCC AAA CCT TCT CCC ATC TTG AGG AGT GGA GGT CCC 
171 180 ' 189 198 207 216 

TTT TGT TTG TGG CGA GGA AGG TTT GGA AGA GGG TAG AAC TCC TCA CCT CCA GGG 



Phe Cys Leu Trp Arg Gly Arg Phe Gly Arg Gly Asn Ser Ser Pro Pro Gly 
Phe Val Cys Gly Glu Glu Gly Leu Glu Glu Gly Arg Thr Pro His Leu Gin Gly 
Leu Phe Val Ala Arg Lys Vol Trp Lys Arg Val Glu Leu Leu Thr Ser Arg Gly 

Gin Ser Asn Gin Scr Ala Ser Lys Cys Pro Ser Thr Thr Asn Gin His 
Lys Arg He Lys Ser Leu Leu Leu Ser Lys Val Leu His Leu Pro He Lys Thr 
Asn Alo Phe Lys Alo Leu Phe Cys Val Lys Leu Leu Thr Phe His Tyr Lys Pro 

CAA ACG CTT AAA ACG ATT CTT CGT CTG AAA ATT GTT CCA CTT CAC CAT AAA ACC 
225 231 243 252 261 270 

GTT TGC GAA TTT TGC TAA GAA GCA GAC TTT TAA CAA GGT GAA GTG GTA TTT TGG 



Val Cys Glu Phe Cys Glu Ala Asp Phe Gin Gly Glu Vol Vol Phe Trp 
Phe Ala Asn Phe Ala Lys Lys Gin Thr Phe Asn Lys Val Lys Trp Tyr Phe Gly 
Leu Arg He Leu Lou Arg Ser Arg Leu Leu Thr Arg 0 0 0 Ser Gly He Leu Val 
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Cty Ser Cly Cys Arg Ser Leu Ser Leu Phe Arg Gly Alo Ser Tyr Leu lie Ser 
Gly Alo Ala Vat Asp Leu Phe Arg Phe Ser Gly Vol Leu Leu lie Phe Phe Val 
Ala Arg Gin Trp Met Ser Phe Alo Phe Pro Val Ser Trp Cys Phe Leu Ser Tyr 



ACG GGC GAC GGT GTA GCT CTT TCG CTT TCC TTG GCT GGT CGT CTT ATT TCT TAT 
279 288 297 306 315 324 

TGC CCG CTG CCA CAT CGA GAA AGC GAA AGG AAC CGA CCA GCA GAA TAA AGA ATA 



Cys Pro Leu Pro His Arg Glu Ser Glu Arg Asn Arg Pro Ala Glu Arg lie 
Ala Arg Cys His lie Glu Lys Ala Lys Gly Thr Asp Gin Gin Asn Lys Glu Tyr 
Pro Ala Alo Thr Ser Arg Lys Arg Lys Glu Pro Thr Scr Arg lie Lys Asn Thr 

Cys Tyr Leu Leu Gly Cys Val Arg Thr Mis Leu Glu Ala Ser Gly Pro Scr 

Ala Thr Phe Phe Alo Val Tyr Lys Asp Leu Thr Scr Scr Arg Pro Val Leu Pro 
Gin Leu Leu Scr Pro Trp Met Ser lie Scr His Pro Ala Gly Arg Phe Trp Pro 



GAC GTC ATT TCT TCC GGT GTA TGA ATA GCT CAC ACC TCG AGG CGC CTT GGT CCC 
333 342 3S1 360 369 378 

CTG CAG TAA AGA AGG CCA CAT ACT TAT CGA GTG TGG AGC TCC GCG GAA CCA GGG 



Leu Gin ««° Arg Arg Pro His Thr Tyr Arg Val Trp Scr Ser Alo Glu Pro Gly 
Cys Ser Lys Glu Gly His He Leu He Glu Cys Gly Ala Pro Arg Asn Gin Gly 
Ala Val Lys Lys Alo Thr Tyr Leu Ser Ser Val Glu Leu Arg Gly Thr Arg Gly 

Alo Cys Arg Gly Thr Gin Gin Ser Tyr Gly Lys Pro Ser Pro Thr Lys Pro 
Leu Ala Alo Val Gin Arg Ser Ser His Thr Gly Lys Gin Leu Arg Pro Arg Gin 
Phe Arg Leu Ser Arg Asp Vol Alo Thr Leu Val Arg Lys Ser Vol Pro Asp Lys 

CTT CGC GTC GCT GGA CAG ATG ACG ACA CTC ATG GGA AAA CCT CTG CCC CAG AAA 
387 396 405 414 423 432 

GAA GCG CAG CGA CCT GTC TAC TGC TGT GAG TAC CCT TTT GGA GAC GGG GTC TTT 



Glu Ala Gin Arg Pro Val Tyr Cys Cys Glu Tyr Pro Phe Gly Asp Gly Val Phe 
Lys Arg Ser Asp Leu Ser Thr Ala Vol Ser Thr Leu Leu Glu Thr Gly Ser Leu 
Ser Ala Ala Thr Cys Leu Leu Leu 000 Val Pro Phe Trp Arg Arg Gly Leu Trp 

Ser Gin Leu Arg Ala Thr Glu Gin Leu Thr His Scr Phe Asn Gly Arg Alo Pro 
His Ser Tyr Gly Leu Leu Lys Arg Tyr Arg He His Ser He Glu Ala Pro Gin 
Thr Val Thr Alo Ser Cys Asn Gly Thr Val Tyr Thr Leu Phe Lys Arg Pro Ser 



CCA CTG ACA TCG GCT CGT CAA AGG ACA TTG CAT ACA CTC TTT AAA GGC GCC CGA 
441 450 459 468 477 486 

GGT GAC TGT AGC CGA GCA GTT TCC TGT AAC GTA TGT GAG AAA TTT CCG CGG GCT 



Gly Asp Cys Ser Arg Ala Vol Ser Cys Asn Val Cys Glu Lys Phe Pro Arg Alo 

Val Thr Vol Ala Glu Gin Phe Pro Vol Thr Tyr Val Arg Asn Phe Arg Gly Leu 
«o6 Leu «oo Rro Ser Ser phc Lcu oco Arg Mct ood Ile AlQ 

Gin Val Lys Ser Leu Scr Arg Ser Ser Ala Ala Alo His Asn Ser Ser Leu Gin 
Ser Phc Lys Gin Phe His Ala Pro Leu His Leu Leu Thr He Pro Leu Cys Ser 
Ala Ser Ser Lys Phe Thr Leu Pro Phe lie Cys Cys Arg Ser Gin Phe Val Ala 



CCG ACT TGA AAA CTT TCA CTC GCC CTT CTA CGT CGT CGC ACT AAC CTT CTG TCG 
495 504 513 522 531 540 

GGC TGA ACT TTT GAA AGT GAG CGG GAA GAT GCA GCA GCG TGA TTG GAA GAC AGC 



Gly Thr Phe Glu Ser Glu Arg Glu Asp Alo Ala Alo 000 Leu Glu Asp Ser 
Ala Glu Leu Leu Lys Val Scr Gly Lys Met Gin Gin Arg Asp Trp Lys Thr Ala 
Leu Asn Phe Lys Ala Gly Arg Cys Ser Scr Val lie Gly Arg Gin Leu 
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Vol Arg Leu Pro Gly Ala Arg Asn His Ser Ser Gly Thr Pro Gly Tyr Asn 

Tyr Val Asp Tyr His Alo Arg Gly Thr Thr Pro Leu Alo Leu Pro Gly Thr lie 
Thr Cys Thr^ Met Thr Pro Gly Gly Pro Gin Pro Phc Leu Trp His Ala Arg Leu 

ACA TGT GCA GTA TCA CCC GGG CGG GCC AAC ACC CTT CTC GGT CAC CCG GGC ATT 
549 558 567 576 585 594 

TGT ACA CGT CAT AGT GGG CCC GCC CGG TTG TGG GAA GAG CCA GTG GGC CCG TAA 



Cys Thr Arg His Ser Gly Pro Alo Arg Leu Trp Glu Glu Pro Val Gly Pro ••• 
Vol His Val lie Val Gly Pro Pro Gly Cys Gly Lys Ser Gin Trp Ala Arg Asn 
Tyr Thr Ser ••• Trp Ala Arg Pro Val Val Gly Arg Ala Ser Gly Pro Val He 

Gin Gin Ala Pro Cys Arg Scr Ser Ala Tyr Phc Tyr Thr Thr Pro His 
Lys Ser Leu Arg Pro Val Gly Val Pro Leu Arg Thr Ser He Leu Pro Pro lie 
Lys Ala Ser Gly Leu Ser Val Gin Phe Gly Leu Leu Phe Leu His His Scr 



AAA ACG ACT CGG ATC CCT GTG GAT GAC CTT CGG ATC ATC TTT ATT CAC CAC CCT 
603 612 621 630 639 648 

TTT TCC TGA GCC TAG GGA CAC CTA CTG GAA GCC TAG TAG AAA TAA GTG GTG GGA 



Phe Cys Ala Gly His Leu Leu Glu Ala Lys ■•• Vol Val Gly 

Phe Ala Glu Pro Arg Asp Thr Tyr Trp Lys Pro Ser Arg Asn Lys Trp Trp Asp 
Leu Leu Ser Leu Gly Thr Pro Thr Gly Ser Leu Val Glu He Ser Gly Gly Met 

He Asp His Leu Leu Leu Gin Gin Lys Pro His Asn Lys His Ser Thr Val Lys 
Ser He Met Ser Phe Phe Asn Asn Asn Gin lie He Lys He Ala Pro Arg 
Pro Tyr ••• Pro Ser Ser Thr Thr Thr Lys Ser Ser Lys Pro Gin Asn Gly 



ACC TAT AGT ACC TCT TCT TCA ACA ACA AAA CCT ACT AAA AAT ACC GAC CAA TGG 
657 666 675 684 693 702 

TGG ATA TCA TGG AGA AGA AGT TGT TGT TTT GGA TGA TTT TTA TGG CTG GTT ACC 



Trp He Ser Trp Arg Arg Scr Cys Cys Phe Gly #f * Phe Leu Trp Leu Val Thr 
Gly Tyr His Gly Glu Glu Vol Val Val Leu Asp Asp Phe Tyr Gly Trp Leu Pro 
Asp He Met Glu Lys Lys Leu Leu Phe Trp Met He Phe Met Alo Gly Tyr Leu 

Pro His Asp Val Ser Val Thr His Gly Thr Asp Met Ser Gin Leu Ser ••• Leu 
Pro He He Gin Ser Gin Thr Val Pro lie Trp Gin Ser Tyr Leu Ser Phe 
Gin Ser Ser Arg Ser Leu Ser His Ser Arg Tyr Gly Asn Val Thr Ser Val Leu 



AAC CCT ACT AGA TGA CTC TGA CAC ACT GGC CAT AGG TAA CTG ACA TCT CTG ATT 
711 720 729 738 747 756 

TTG GGA TGA TCT ACT GAG ACT GTG TGA CCG GTA TCC ATT GAC TGT AGA GAC TAA 



Leu Gly ••• Ser Thr Glu Thr Val Pro Val Ser He Asp Cys Arg Asp ••• 
Trp Asp Asp Leu Leu Arg Leu Cys Asp Arg Tyr Pro Leu Thr Vol Glu Thr Lys 
Gly Met He Tyr Asp Cys Val Thr Gly He His Leu ••* Arg Leu Lys 

Pro Tyr Gin Glu Lys Lys Pro Gly Cys Tyr Lys Ser ••• Trp Cys Asp Pro Gly 
Pro Thr Ser Asn Arg Lys Gin Gly Alo Thr Asn Gin Asn Gly Ala He Leu Gly 
Pro Pro Vol Thr Gly Lys Lys Ala Arg Leu He Lys He Vol Leu Leu ••• Ala 



TCC CCC ATG ACA AGG AAA AAA CCG GGC GTC ATA AAA CTA ATG GTC GTT AGT CCG 
765 774 783 792 801 810 

AGG GGG TAC TGT TCC TTT TTT GGC CCG CAG TAT TTT GAT TAC CAG CAA TCA GGC 



Arg Gly Tyr Cys Ser Phe Phc Gly Pro Gin Tyr Phc Asp Tyr Gin Gin Ser Gly 
Gly Gly Thr Val Pro Phe Leu Ala Arg Ser He Leu He Thr Scr Asn Gin Ala 
Gly Val Leu Phe Leu Phe Trp Pro Alo Val Phe Leu Pro Alo He Arg Pro 
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Gly Pro lie Thr Ser Arg Leu Gin Gin Gly Leu Gin Leu Leu Glu Arg Asp Ser 
Gly Leu Phe Pro Vol Gly 000 Ser Ser Asp Trp Ser Tyr Phc Ser Glu He Pro 
Gly Trp Ser His Tyr Glu Glu Vol Ala Thr Gly Alo Thr Ser Ala Arg Arg 



GGG GGT CCT TAG CAT GAG GAG TTG ACG ACA GGG TCG ACA TCT TCG AGA GAT AGC 
319 828 837 8-16 855 864 

CCC CCA GGA ATG GTA CTC CTC AAC TGC TGT CCC AGC TGT AGA AGC TCT CTA TCG 



Pro Pro Gly Met Vol Leu Leu Asn Cys Cys Pro Ser Cys Arg Ser Ser Leu Ser 
Pro Gin Glu Trp Tyr Ser Ser Thr Alo Vol Pro Alo Vol Glu Ala Leu Tyr Arg 
Pro Arg Asn Gly Thr Pro Gin Leu Leu Ser Gin Leu Lys Leu Ser lie Gly 

Ser o«o Lys Alo Ilc Lys Scr 5cr Q\ a Qify Lcu val He Trp Pro Pro Vol 
Pro Asn Scr Ser Gin Leu Lys Pro Leu Scr Ser Scr Phc Lcu Gly Arg Lcu Tyr 
Leu He Val Val Lys Cys Asn Gin Phe Val Alo Pro Scr Cys Asp Val Scr Thr 



CTC CTA ATG ATG AAA CGT TAA AAC CTT CTG ACG ACC TCT TGT TAG GTG CCT CCA 
873 882 891 900 909 918 

GAG GAT TAC TAC TTT GCA ATT TTG GAA GAC TGC TGG AGA ACA ATC CAC GGA GGT 



Glu Asp Tyr Tyr Phe Ala lie Lcu Glu Asp Cys Trp Arg Thr He His Gly Gly 
Arg lie Thr Thr Leu Gin Phe Trp Lys Thr Alo Gly Glu Gin Ser Thr Glu Vol 
Gly Leu Leu Leu Cys Asn Phe Gly Arg Leu Leu Glu Asn Asn Pro Arg Arg Tyr 

Arg Leu Gly He Gin Leu Leu Pro Gly Val Arg His Gly Lys Gly Met Tyr Phe 
Gly Phe Ala Ser Lys Phe Cys His Val Trp Gly Thr Gly Lys Glu Trp He Phe 
Gly Ser Pro Arg Asn Ser Ala Thr Ser Gly Gly Gin Ala Arg Lys Gly Tyr Leu 



TGG GCT TCC GGC TAA ACT TCG TCA CCT GGG TGG GAC ACG GGA AAA GGG TAT ATT 
927 936 945 954 963 972 

ACC CGA AGG CCG ATT TGA AGC ACT GGA CCC ACC CTG TGC CCT TTT CCC ATA TAA 



Thr Arg Arg Pro He 0 00 Ser Ser Gly Pro Thr Leu Cys Pro Phe Pro He °°* 
Pro Glu Gly Arg Phe Glu Ala Val Asp Pro Pro Cys Ala Leu Phc Pro Tyr Lys 
Pro Lys Alo Asp Lcu Lys Gin Trp Thr His Pro Val Pro Phe Scr His Ilc Lys 

Lcu Asn Ser Leu Arg Lys Gin Met Thr He Thr Lys He Lys He 

Tyr He Val Ser Asp Lys Lys Asn Asp Cys Arg Leu Pro Lys oc * Lys fld0 Glu 
lie Phe **« Gin Thr Lys Lys Thr He Vol Asp Tyr His Asn Lys Asn Lys Asn 



TTA TTT AAT GAC TCA GAA AAA ACA ATA GTG TAG CAT TAC CAA AAA TAA AAA TAA 
981 990 999 1008 1017 1026 

AAT AAA TTA CTG AGT CTT TTT TGT TAT CAC ATC GTA ATG GTT TTT ATT TTT ATT 



Asn Lys Leu Leu Ser Leu Phe Cys Tyr His He Val Met Val Phe He Phc He 
He Asn Tyr *°° Val Phe Phe Val He Thr Ser Trp Phe Leu Phe Leu Phe 
**° He Thr Glu Ser Phe Leu Leu Ser His Arg Asn Gly Phe Tyr Phe Tyr Ser 

Lys Ser Pro Arg Glu Pro Tyr He Arg Gin Ilc Thr Cys Leu Tyr Asp Val Lys 
Asn Leu Pro Asp Lys Leu He Phe Glu Arg Phe Gin Vol Tyr Ilc Thr Leu Arg 
Met °°* Leu Thr Lys 000 Scr Leu Asn Glu Ser Asn Tyr Met Phc Leu *** Gly 



GTA AAT CTC CCA GAA AGT CCT ATT TAA GAG ACT TAA CAT GTA TTT ATC AGT TGG 
1035 1044 1053 1062 1071 1080 

CAT TTA GAG GGT CTT TCA GGA TAA ATT CTC TGA ATT GTA CAT AAA TAG TCA ACC 



His Leu Glu Gly Leu Scr Gly 000 He Leu 000 Ilc Vol His Lys °** Ser Thr 
He ow0 Arg Vol Phe Gin Asp Lys Phc Scr Glu Leu Tyr He Asn Scr Gin Pro 
Phe Arg Gly Ser Phe Arg He Asn Ser Leu Asn Cys Thr ••• He Vol Asn Leu 
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Cly Cys Leu Lys Pro Ser His Asn Cys Lys Pro Ala Cys Leu Gly Pro Arg His 
Val Vol Tyr Asn Gin Ala Thr Thr Ala Asn Gin Leu Ala Tyr Gly Leu Gly Thr 
Trp Met He Lys Pro Gin Pro Gin Met Lys Ser Arg Met Ala Trp Ala Gin 



AAT GGT GTA TTA AAA CCC GAC ACC AAC GTA AAA CCT CGC GTA TCG GGT CCG GAC 
1089 1098 1107 1116 1125 1134 

TTA CCA CAT AAT TTT GGG CTG TGG TTG CAT TTT GGA GCG CAT AGC CCA GGC CTG 



Leu Pro His Asn Phe Gly Leu Trp Leu Mis Phe Gly Ala His Ser Pro Gly Leu 
Tyr His He He Leu Gly Cys Gly Cys He Leu Glu Arg He Alo Gin Ala Cys 
Thr Thr Phe Trp Alo Val Val Ala Phe Trp Ser Ala o<>0 Pro Aro Pro Val 

Ala Arg Cys Gin His Pro Tyr Lys Phe Pro Ala Val Ala Pro Lys Lys 
His Glu Val Asn Thr His Thr Asn Leu His Leu Trp Leu Gin Asn Arg Lys Asn 
Thr Ser Ser Met Pro Thr Pro He 000 He Ser Gly Cys Ser Thr Glu Lys He 



ACA CGA GCT GTA ACC ACA CCC ATA AAT TTA CCT CGG TGT CGA CCA AAG AAA ATA 
1143 1152 1161 1170 1179 1188 

TGT GCT CGA CAT TGG TGT GGG TAT TTA AAT GGA GCC ACA GCT GGT TTC TTT TAT 



Cys Ala Arg His Trp Cys Gly Tyr Leu Asn Gly Alo Thr Ala Gly Phe Phe Tyr 
Val Leu Asp He Gly Val Gly He eo * Met Glu Pro Gin Leu Val Ser Phe He 
Cys Ser Thr Leu Val Trp Val Phe Lys Trp Ser His Ser Trp Phe Leu Leu Leu 

Lys Ala Pro Val Leu 000 Asn Asn Pro Arg Ala Arg Thr Gin Pro His Leu Val 
Asn Pro Gin Phe Trp Asp He Thr Gin Asp Leu Glu Pro Lys Pro Thr Phe Tyr 
He Gin Ser Ser Gly He Leu Gin Lys Thr 00 0 Ser Gin Asn Pro Pro Ser Thr 



ATA AAC CGA CCT TGG TTA GTT AAC AAA CCA GAT CGA GAC CAA ACC CCC ACT TCA 
1197 1206 1215 1224 1233 1242 

TAT TTG GCT GGA ACC AAT CAA TTG TTT GGT CTA GCT CTG GTT TGG GGG TGA AGT 



Tyr Leu Ala Gly Thr Asn Gin Leu Phe Gly Leu Ala Leu Val Trp Gly °*° Ser 
He Trp Leu Glu Pro He Asn Cys Leu Vol 0 0 6 Leu Trp Phe Gly Gly Glu Val 
Phe Gly Trp Asn Gin Ser He Val Trp Ser Ser Ser Gly Leu Gly Val Lys Tyr 

Gin Leu Pro Leu Tyr Leu Ala Ala Lys His His Pro Pro Leu Leu Leu * 00 Tyr 
Arg Ser His Tyr Thr Phe Pro Gin Arg He Thr His Arg Ser Ser Tyr Asn lie 
Gly Pro Thr Thr Pro Leu Pro Ser Gly °*° Pro Thr Alo Pro Pro Thr Thr Leu 



TGG ACC TCA CCA TCC ATT TCC CGA CGG AAT ACC ACA CCG CCC TCC TCA TCA ATT 
1251 1260 1269 1278 1287 1296 

ACC TGG AGT GGT AGG TAA AGG GCT GCC TTA TGG TGT GGC GGG AGG AGT AGT TAA 



Thr Trp Ser Gly Arg 600 Arg Ala Ala Leu Trp Cys Gly Gly Arg Ser Ser 000 
Pro Gly Val Val Gly Lys Gly Leu Pro Tyr Gly Val Ala Gly Gly Val Val Asn 
Leu Glu Trp °*« Val Lys Gly Cys Leu Met Vol Trp Arg Glu Glu Leu He 

Leu Pro oop Leu Gly Leu Gin His Leu Pro Asn Cys Leu Gin Cys Gly Leu Tyr 
Tyr Pro Asp Tyr Ala Leu Asn Thr Ser Pro Thr Val Phe Asn Ala Asp Leu He 
He Pro Thr Met Pro Trp Thr Pro Pro Pro Pro Leu Thr Pro Met Trp Ser 



ATA TCC CCA GTA TCC GGT TCA ACC ACC TCC CCC AAT GTT TCA ACC GTA GGT TCT 
1305 1314 1323 1332 1341 1350 

TAT AGG GGT CAT AGG CCA AGT TGG TGG AGG GGG TTA CAA AGT TGG CAT CCA AGA 



Tyr Arg Gly His Arg Pro Ser Trp Trp Arg Gly Leu Gin Ser Trp His Pro Arg 
He Gly Val He Gly Gin Val Gly Gly Gly Gly Tyr Lys Vol Gly He Gin Asp 
0 " Gly Ser 0 0 0 Ala Lys Leu Vol Glu Gly Val Thr Lys Leu Ala Ser Lys lie 
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Cys Cys His Vol Trp Cys Arg Lys Ser •*• Leu His His Pro Arg Gin Pro Leu 
Vol Vol Thr Ser Gly Vol Gly Arg Gin Asn Ser Thr lie Pro Asp Arg Pro Tyr 
Leu Leu Leu 4>ro Gly Leu Vol Glu Lys He Leu Pro Ser Pro Thr Glu Pro Thr 



ATT GTT GTC ACC TGG GTT GTG GAG AAA CTA ATC TCC ACT ACC CCA GAG ACC CCA 
1359 1368 1377 1386 1395 1404 

TAA CAA CAG TGG ACC CAA CAC CTC TTT GAT TAG AGG TGA TGG GGT CTC TGG GGT 



Glh Gin Trp Thr Gin His Leu Phe Asp Arg Trp Gly Leu Trp Gly 
Asn Asn Ser Gly Pro Asn Thr Ser Leu lie Arg Gly Asp Gly Vol Scr Gly Vol 
Thr Thr Vol Asp Pro Thr Pro Leu ••• Leu Glu Vol Met Gly Scr Leu Gly ### 

He **• He Gly Lys ••• Tyr Pro Leu lie Pro Phe Thr Pro Thr Pro Pro 
Phe Glu Tyr Lys Ala Lys Arg He Arg Tyr Tyr Gin Phe Pro Leu Pro Leu Pro 
Phe Asn Met Asn Leu Arg Glu Leu Val Thr Thr Asn Scr Leu Tyr Pro Tyr Pro 



TTT TAA GTA TAA ATC GGA AAG ATT ATG CCA TCA TAA CCT TTC CAT CCC CAT CCC 
1413 1422 1431 1440 1449 1458 

AAA ATT CAT ATT TAG CCT TTC TAA TAC GGT AGT ATT GGA AAG GTA GGG GTA GGG 



Lys He His He ♦** Pro Phe Tyr Gly Ser He Gly Lys Vol Gly Vol Gly 
Lys Phe He Phe Scr Leu Ser Asn Thr Val Val Leu Glu Arg ••• Gly ••• Gly 
Asn Ser Tyr Leu Ala Phe Leu He Arg ••• Tyr Trp Lys Gly Arg Gly Arg Gly 

Gin His Arg Arg Leu Pro Pro Pro Val Pro Arg His Gin He Glu Ala Arg ••• 
Asn Thr Gly Gly Ser Pro Pro Leu Phe Gin Gly He Asn Phe Arg Leu Glu Asn 
Thr Pro Ala Alo Gin Pro Pro Ser Ser Ser Ala Ser Thr Ser Asp Ser Thr 



CCA ACC ACG GCG GAC TCC CCC CCT CCT TGA CCG GCT ACA ACT TAG AGT CGA GCA 
1467 1476 1485 1494 1503 1512 

GGT TGG TGC CGC CTG AGG GGG GGA GGA ACT GGC CGA TGT TGA ATC TCA GCT CGT 



Gly Trp Cys Arg Leu Arg Gly Gly Gly Thr Gly Arg Cys He Ser Ala Arg 

Vol Gly Ala Ala Gly Gly Glu Glu Leu Alo Asp Val Glu Scr Gin Leu Vol 
Leu Vol Pro Pro Glu Gly Gly Arg Asn Trp Pro Met Leu Asn Leu Ser Scr Leu 

Cys Glu Leu He Alo Ala Leu Thr Arg Arg Lys His His Thr Cys He Arg '•• 
Val Asn Trp Ser Pro Gin Scr His Gly Gly Arg He Thr Leu Vol Phe Glu Arg 
Leu Met Gly Leu His Ser Arg Thr Asp Glu Glu Pro Ser Tyr Leu Asn Glu 

ATT GTA AGG TTC TAC CGA CGC TCA CAG GAG GAG AAT ACC ACT CAT GTT TAA GAG 
1521 1530 1539 1548 1557 1566 

TAA CAT TCC AAG ATG GCT GCG AGT GTC CTC CTC TTA TGG TGA GTA CAA ATT CTC 



His Ser Lys Met Alo Ala Ser Val Leu Leu Leu Trp Val Gin He Leu 
Asn He Pro Arg Trp Leu Arg Vol Ser Ser Ser Tyr Gly Glu Tyr Lys Phe Ser 
Thr Phe Gin Asp Gly Cys Glu Cys Pro Pro Leu Met Vol Ser Thr Asn Ser Leu 

Phe Pro Pro Phe Gin Leu Tyr Gly Asp Lys Pro Ala Met Gin Leu Pro Lys Gin 
Ser Leu Arg Ser Asn Phe He Gly Thr Lys Arg Arg Trp Arg Tyr Arg Asn Arg 
Leu Phe Alo Pro He Scr Scr Val Arg Arg Glu Alo Gly Asp Thr Vol Thr Glu 



ATC TTT CCG CCC TTA ACT TCT ATG GGC AGA AAG CCG CGG TAG ACA TTG CCA AAG 
1575 1584 1593 1602 1611 1620 

TAG AAA GGC GGG AAT TGA AGA TAC CCG TCT TTC GGC GCC ATC TGT AAC GGT TTC 



Lys Gly Gly Asn * # * Arg Tyr Pro Ser Phe Gly Alo He Cys Asn Gly Phe 
Arg Lys Alo Gly He Glu Asp Thr Arg Leu Ser Alo Pro Ser Vol Thr Val Scr 
Glu Arg Arg Glu Leu Lys He Pro Vol Phe Arg Arg His Leu Arg Phe Leu 
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Leu Arg Pro Thr Gly Phc lie Thr Lys Clu Pro Pro His Lys Trp Scr Pro Gin 
Phe Ala Pro His Vol Leu Tyr Pro Arg Arg Arg Leu lie Asn Gly Leu His Scr 
Scr Pro Pro Thr Tyr Trp lie His Asp Glu Gly Scr Scr Thr Glu Leu lie Ala 



ACT TCC GCC CCA CAT GGT TTA TAC CAG AAG AGG CCT CCT ACA AAG GTT CTA CCG 
1629 1638 1647 1656 1665 1674 

TGA AGG CGG GGT GTA CCA AAT ATG GTC TTC TCC GGA GGA TGT TTC CAA GAT GGC 

Arg Arg Gly Val Pro Asn Met Vol Phc Scr Gly Gly Cys Phc Gin Asp Gly 
Glu Gly Gly Vol Tyr Gin lie Trp Scr Scr Pro Glu Asp Val Scr Lys Met Ala 
Lys Ala Gly Cys Thr Lys Tyr Gly Leu Leu Arg Arg Met Phc Pro Arg Trp Leu 

Pro Pro Pro Asp Thr Lys Gin Pro Leu Ala Glu Lys Ala Vol Asp Asp 000 Leu 
Arg Pro Arg Thr Arg Arg Arg Arg Tyr Arg Arg Arg Pro Trp Thr Met Arg Tyr 
Ala Pro Ala Pro Gly Asp Glu Ala Thr Val Gly Gly Gin Gly Arg Gly lie 



ACG CCC CCG CCC AGG CAG AAG ACG CCA TTG CGG AGG AAC CGG TGC AGT AGG ATA 
1683 1692 1701 1710 1719 1728 

TGC GGG GGC GGG TCC GTC TTC TGC GGT AAC GCC TCC TTG GCC ACG TCA TCC TAT 



Cys Gly Gly Gly Ser Val Phe Cys Gly Asn Ala Ser Leu Ala Thr Ser Scr Tyr 
Ala Gly Ala Gly Pro Ser Ser Ala Val Thr Pro Pro Trp Pro Arg His Pro lie 
Arg Gly Arg Val Arg Leu Leu Arg 000 Arg Leu Leu Gly His Vol lie Leu 000 

Leu Scr Leu Leu Ala Scr Scr Tyr Tyr 
Phe His Phe Phc His Ala Ala Thr Thr Asn 
Phe Thr Phc Scr Thr Arg Gin Gin Leu He 



TTT TCA CTT TCT TCA CGC GAC GAC ATC ATA A 5' 

1737 1746 1755 

AAA AGT GAA AGA AGT GCG CTG CTG TAG TAT T 3* 



Lys Ser Glu Arg Ser Ala Leu Leu 0 ** Tyr 
Lys Vol Lys Glu Vol Arg Cys Cys Ser He 
Lys Lys Lys Cys Ala Ala Val Val 
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FIGUBE 7 
FEUILLE .-DE REMPLACEMENT (RE6LE 26) 
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Leu Ala Ser Arg Cys Arg Cys Cys Arg Pro Leu Val Glu Ala Ala Val His Gly 
Trp Arg Val Glu Ala Ala Ala Ala Gly Arg Cys Cys Arg Leu Leu Leu Met Gly 
Gly Ala Cys Lys Pro Leu Pro Leu Val Glu Ala Ala Gly *** Cys Cys Cys Ala 

3' TCG TCG CGT GAA GCC GTC GCC GTC GTG GAG CCG TOG TGG AGT CGT CGT TGT ACG 
9 18 27 36 45 54 

5* ACC AGC GCA CTT CGG CAG CGG CAG CAC CTC GGC AGC ACC TCA GCA GCA ACA TGC 



Thr Ser Ala, Leu Arg Gin Arg Gin His Leu Gly Ser Thr Ser Ala Ala Thr Cys 
Pro Ala His Phe Gly Ser Gly Ser Thr Ser Ala Ala Pro Gin Gin Gin His Ala 
Gin Arg Thr Ser Ala Ala Ala Ala Pro Arg Gin His Leu Ser Ser Asn Met Pro 

Ala Leu Leu lie Ser Ser Ala Ser Gly Leu Gly Met Phe Pro Pro His Glu Ser 
Leu Leu Phe Phe Pro Leu Leu Pro Gly Trp Gly Trp Leu Leu His Thr Asn Val 
Trp Cys Ser Ser His Phe Phe Arg Val Gly Val Gly Tyr Phe Thr Pro Thr *** 



GGT CGT TCT TCT TAC CTT CTT CGC CTC GGG TTG GGG TAT ITT CCA CCC ACA AGT 
63 72 81 90 99 108 

CCA GCA AGA AGA ATG GAA GAA GCG GAC CCC AAC CCC ATA AAA GGT GGG TGT TCA 



Pro Ala Arg Arg Met Glu Glu Ala Asp Pro Asn Pro lie Lys Gly Gly Cys Ser 
Gin Gin Glu Glu Trp Lys Lys Arg Thr Pro Thr Pro *** Lys Val Gly Val His 
Ser Lys Lys Asn Gly Arg Ser Gly Pro Gin Pro His Lys Arg Trp Val Phe Thr 

Gin lie lie Arg Gly Phe Val Leu Ala Leu Phe Tyr Pro lie Lys Trp Tyr Gly 
Arg Phe Leu Gly Glu Ser Ser Ser Arg Leu Phe lie Arg Ser Arg Gly lie Asp 
Glu Ser Tyr Asp Lys Arg Leu Arg Ala Cys Ser Phe Val Pro Asp Glu Leu lie 



GAG ACT TAT TAG GAA GGC TIC TGC TCG CGT TCT TTT ATG CCC TAG AAG GTT ATA 
117 126 135 144 153 162 

CTC TGA ATA ATC CTT CCG AAG ACG AGC GCA AGA AAA TAC GGG ATC TTC CAA TAT 



Leu *** lie lie Leu Pro Lys Thr Ser Ala Arg Lys Tyr Gly lie Phe Gin Tyr 
Ser Glu *** Ser Phe Arg Arg Arg Ala Gin Glu Asn Thr Gly Ser Ser Asn He 
Leu Asn Asn Pro Ser Glu Asp Glu Arg Lys Lys He Arg Asp Leu Pro He Ser 

*** Lys He He Lys Asn Asn Ala Leu Leu Thr He Leu Phe Ser Ser Cys Arg 
Arg Asn Ser *** Lys He Thr Pro Ser Ser Pro Leu Ser Ser Pro Arg Val Gly 
Gly He Gin Asn Asn *** Gin Gin Arg Pro Pro Tyr His Pro Leu Val Phe Val 



GGG ATA AAC TAA TAA AAT AAC AAC CGC TCC TCC CAT TAC TCC TIC CTC CTT GTC 
171 180 189 198 207 216 

CCC TAT TTG ATT ATT TTA TTC TTC GCG AGG AGG GTA ATC AGG AAG GAC GAA CAC 



Pro Tyr Leu He He Leu Leu Leu Ala Arg Arg Val Met Arg Lys Asp Glu His 
Pro He *** Leu Phe Tyr Cys Trp Arg Gly Gly *** **• Gly Arg Thr Asn Thr 
Leu Phe Asp Tyr Phe He Val Gly Glu Glu Gly Asn Glu Glu Gly Arg Thr Pro 

Val Glu Leu Pro Glu Ser He Lys His Leu Leu Leu Ser Lys lie Phe His Leu 
*** Arg Trp Pro Asn Ala Leu Lys Thr Phe Phe Cys Val Lys Leu Leu Thr Phe 
Glu Gly Gly Pro Thr Arg *** Asn Gin Ser Ser Ala Ser Lys *** Tyr Leu Ser 



GAG TOG AGG TCC CCA AGC GAT TAA AAC ACT TCT TCG TCT GAA AAT TAT TTC ACT 
225 234 243 252 261 270 

CTC ACC TCC AGG GGT TCG CTA ATT TTG TCA AGA AGC AGA CTT TTA ATA AAG TCA 



Leu Thr Ser Arg Gly Ser Leu He Leu *** Arg Ser Arg Leu Leu He Lys *** 
Ser Pro Pro Gly Val Arg *** Phe Cys Glu Glu Ala Asp Phe *** *** Ser Glu 
His Leu Gin Gly Phe Ala Asn Phe Val Lys Lys Gin Thr Phe Asn Lys Val Lys 
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Pro He Gin Thr Gly Ala Ala Val Asp Leu Phe Arg Phe Ser Cys He Leu Leu 
His Tyr Lys Pro Ala Arg Gin Trp Met Ser Phe Ala Phe Pro Val Ser *** Cys 
Thr Thr Asn Pro His Gly Ser Gly Cys Arg Ser Leu Ser Leu Phe Leu Asp Ala 



TCA CCA TAA ACC CAC GGG CGA CGG TCT AGC TCT TTC GCT TIC CTT GTC TAG TCG 
279 288 297 306 315 324 

AGT GGT ATT TOG GTC CCC GCT GCC ACA TCG AGA AAG CGA AAG GAA CAG ATC AGC 



Ser Gly He Trp Val Pro Ala Ala Thr Ser Arg Lys Arg Lys Glu Gin He Ser 
Val Val Phe Gly Cys Pro Leu Pro His Arg Glu Ser Glu Arg Asn Arg Ser Ala 
Trp Tyr Leu Gly Ala Arg Cys His He Glu Lys Ala Lys Gly Thr Asp Gin Gin 

He Phe Phe Val Ala Thr Phe Phe Ala Val *** Gin His Leu Thr Ser Ser Arg 
Phe Leu Ser Tyr Gin Leu Leu Ser Pro Leu Lys Ser He Ser His Pro Ala Gly 
Ser Tyr Leu He Ser Cys Tyr Leu Leu Cys Ser Val Ser Pro Thr His Leu Glu 



TCT TAT TTC TTA TGA CGT CAT TIC TTC CGT TGA ATC ACT ACC TCA CAC CTC GAG 
333 342 351 360 369 378 

AGA ATA AAG AAT ACT GCA GTA AAG AAG GCA ACT TAC TGA TGG AGT GTC GAG CTC 



Arg He Lys Asn Thr Ala Val Lys Lys Ala Thr Tyr *** Trp Ser Val Glu Leu 
Glu *** Arg He Leu Gin *** Arg Arg Gin Leu Thr Asp Gly Val Trp Ser Ser 
Asn Lys Glu Tyr Cys Ser Lys Glu Gly Asn Leu Leu Met Glu Cys Gly Ala Pro 

Ser Arg Leu Ser Leu Pro Thr Val Gin Arg Ser Ser His Thr Gly Gin Gin Leu 
Leu Asp *** Pro Cys Arg Leu Ser Arg Asp Val Ala Thr Leu Val Lys Asn Ser 
*** He Glu Pro Val Val Ser His Gly Thr **• Gin Gin Ser Tyr Arg Thr Pro 



GAT CTA GAG TCC CTC TTC CCT CAC TCG ACA GAT GAC GAC ACT CAT GGA ACA ACC 
387 396 405 414 423 432 

CTA GAT CTC AGG GAC AAC GGA GTC ACC TCT CTA CTC CTC TCA GTA CCT TCT TOG 



Leu Asp Leu Arg Asp Asn Gly Val Thr Cys Leu Leu Leu *** Val Pro Cys Trp 
••• He Ser Gly Thr Thr Glu *** Pro Val Tyr Cys Cys Glu Tyr Leu Val Gly 
Arg Ser Gin Gly Gin Arg Ser Asp Leu Ser Thr Ala Val Ser Thr Leu Leu Glu 

Ala Pro Thr Gin His Gly Asn Cys Leu Leu Val Arg Tyr Arg Lys Asp Ser He 
Leu Pro Leu Arg Thr Val Thr Ala Ser Cys Cys Gly Thr Val Asn Thr Leu Phe 
Ser Arg Ser Asp Pro Ser Arg Gin Leu Ala Ala Gly Gin Leu Thr Gin Phe 



TCT CGC CCT CAG ACC ACT GGC AAC GTC TCG TCG TOG GAC ATT GCA AAC AGT CTT 
441 450 459 468 477 486 

AGA GCG GGA GTC TOG TGA CCG TTG CAG AGC AGC ACC CTC TAA CGT TTC TCA GAA 



Arg Ala Gly Val Trp *** Pro Leu Gin Ser Ser Thr Leu *** Arg Leu Ser Glu 
Glu Arg Glu Ser Gly Asp Arg Cys Arg Ala Ala Pro Cys Asn Val Cys Gin Lys 
Ser Gly Ser Leu Val Thr Val Ala Glu Gin His Pro Val Thr Phe Val Arg Asn 

Glu Ala Pro Gin Ser Phe Lys Gin Phe His Ala Pro Phe His Leu Leu Thr He 
Lys Arg Pro Ser Ala Ser Ser Lys Phe Thr Leu Pro Phe He Cys Phe Arg Ser 
Asn Gly Arg Ala Pro Gin Val Lys Ser Leu Ser Arg Ser Phe Ala Ser Ala His 



TAA AGG CGC CCG ACC GAC TTC AAA ACT TTC ACT CGC CCT TTT ACG TCT TCG CAC 
495 504 513 522 531 540 

ATT TCC GCG GGC TOG CTC AAC TTT TGA AAG TGA GCG GGA AAA TCC AGA AGC GTC 



He Ser Ala Gly Trp Leu Asn Phe *** Lys *** Ala Gly Lys Cys Arg Ser Val 
Phe Pro Arg Ala Gly *** Thr Phe Glu Ser Glu Arg Glu Asn Ala Glu Ala *** 
Phe Arg Gly Leu Ala Glu Leu Leu Lys Val Ser Gly Lys Met Gin Lys Arg Asp 
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Pro Leu Ser He Tyr Val Asp Asn His Pro Trp Arg Pro Thr Thr Phe Ala Phe 
Gin Phe Val Leu Thr Cys Thr Met Thr Pro Gly Gly Pro His Pro Leu Leu Leu 
Asn Ser Ser *** His Val Arg *** Gin Pro Ala Val Gin Thr His Tyr Phe Cys 



TAA CCT TCT GAT TAC ATG TGC AGT AAC ACC CCG GTG GAC CCA CAC CAT TTT CGT 
549 558 567 576 585 594 

ATT GGA AGA CTA ATG TAC ACG TCA TIG TGG GGC CAC CTG GGT GTG GTA AAA GCA 



He Gly Arg Leu Met Tyr Thr Ser Leu Trp Gly His Leu Gly Val Val Lys Ala 
Leu Glu Asp *** Cys Thr Arg His Cys Gly Ala Thr Trp Val Trp *** Lys Gin 
Trp Lys Thr Asn Val His Val He Val Gly Pro Pro Gly Cys Gly Lys Ser Lys 

Pro Ser Ser He Lys Cys Val Arg Phe Gly Cys Val Pro Phe Trp Arg Ser Val 
His Ala Ala Leu Lys Ala Ser Gly Ser Val Val Tyr Gin Phe Gly Gly Leu Phe 
He Pro Gin *** Asn Gin Leu Gly Pro Phe Trp Met Ser Ser Val Val *** Phe 



TTA CCC GAC GAT TAA AAC GTC TGG GCC TTT GGT GTA TGA CCT TTG GTG GAT CTT 
603 612 621 630 639 648 

AAT GGG CTG CTA ATT TTG CAG ACC CGG AAA CCA CAT ACT GGA AAC CAC CTA GAA 



Asn Gly Leu Leu He Leu Gin Thr Arg Lys Pro His Thr Gly Asn His Leu Glu 
Met Gly Cys *** Phe Cys Arg Pro Gly Asn His He Leu Glu Thr Thr *** Lys 
Trp Ala Ala Asn Phe Ala Asp Pro Glu Thr Thr Tyr Trp Lys Pro Pro Arg Asn 

Leu Pro Pro He Thr Val Met Thr Phe Phe His Asn Asn Asn He Val Lys He 
Leu His His Ser Pro *** Trp Pro Ser Ser Thr Thr Thr lie Ser Ser Lys *** 
Cys Thr Thr Pro His Asn Gly His His Leu Leu Pro Gin *** Gin His Ser Lys 



TGT TCA CCA CCC TAC CAA TGG TAC CAC TTC TTC ACC AAC AAT AAC TAC TGA AAA 
657 666 675 684 693 702 

ACA AGT GGT GGG ATG GTT ACC ATG GTG AAG AAG TGG TTG TTA TTG ATG ACT TTT 



Thr Ser Gly Gly Met Val Thr Met Val Lys Lys Trp Leu Leu Leu Met Thr Phe 
Gin Val Val Gly Trp Leu Pro Trp * # * Arg Ser Gly Cys Tyr *** *** Leu Leu 
Lys Trp Trp Asp Gly Tyr His Gly Glu Glu Val Val Val He Asp Asp Phe Tyr 

Ala Pro Gin Gly Pro He He Gin Ser Gin Thr He Ser He Trp Gin Ser 
Pro Gin Ser Gly Gin Ser Ser Arg Ser Leu Ser His Ser Arg Tyr Gly Asn Val 
His Ser Ala Ala Arg Pro His Asp Val Ser Val Thr His Asp He Asp Met Ser 



TAC CGA CCG ACG GGA CCC TAC TAG ATG ACT CTG ACA CAC TAG CTA TAG GTA ACT 
711 720 729 738 747 756 

ATG GCT GGC TGC CCT GGG ATG ATC TAC TGA GAC TGT GTG ATC GAT ATC CAT TGA 



Met Ala Gly Cys Pro Gly Met He Tyr *** Asp Cys Val He Asp He His ••• 
Trp Leu Ala Ala Leu Gly *** Ser Thr Glu Thr Val *** Ser He Ser He Asp 
Gly Trp Leu Pro Trp Asp Asp Leu Leu Arg Leu Cys Asp Arg Tyr Pro Leu Thr 

Tyr Leu Ser Phe Thr Ser Ser Tyr Arg Lys Gin Gly Ala Thr Asn Gin Asn Gly 
Thr Ser Val Leu Pro Pro Val Thr Gly Lys Lys Ala Arg Leu He Arg He Val 
Gin Leu Ser *** Leu His Phe Gin Val Lys Lys Pro Gly Cys Tyr Glu Ser 



GAC ATC TCT GAT TTC CAC CTT GAC ATG GAA AAA ACC GGG CGT CAT AAG ACT AAT 
765 774 783 792 801 810 

CTG TAG AGA CTA AAG GTG GAA CTG TAC CTT TTT TGG CCC GCA GTA TTC TGA TTA 



Leu *** Arg Leu Lys Val Glu Leu Tyr Leu Phe Trp Pro Ala Val Phe *** Leu 
Cys Arg Asp *** Arg Trp Asn Cys Thr Phe Phe Gly Pro Gin Tyr Ser Asp Tyr 
Val Glu Thr Lys Gly Gly Thr Val Pro Phe Leu Ala Arg Ser He Leu He Thr 
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Ala He Leu Gly Arg Gin Phe Pro Val Gly Ser Ser Asp Trp Ser Tyr Phe 
Leu Leu *** Val Gly Asn Ser His Tyr Glu Glu Val Ala Thr Gly Ala Thr Ser 
Trp Cys Asp Ser Gly Thr Pro He Thr Ser Arg Leu Gin Gin Gly Leu Gin Leu 



GGT CGT TAG TCT GGG GCA ACC TTA CCA TGA GGA GTT GAC GAC AGG GTC GAC ATC 
819 828 837 846 855 864 

CCA GCA ATC AGA CCC CGT TGG AAT GGT ACT CCT CAA CTG CTG TCC CAG CTG TAG 



Pro Ala He Arg Pro Arg Trp Asn Gly Thr Pro Gin Leu Leu Ser Gin Leu *** 
Gin Gin Ser Asp Pro Val Gly Met Val Leu Leu Asn Cys Cys Pro Ser Cys Arg 
Ser Asn Gin Thr Pro Leu Glu Trp Tyr Ser Ser Thr Ala Val Pro Ala Val Glu 

Ser Lys He Pro Pro Asn Ser Gly Gin Tyr Lys Pro Leu He Ser Cys Phe Leu 
Ala Arg *** Arg Leu He Val Glu Lys Thr Asn Gin Phe Phe Ala Val Ser Cys 
Leu Glu Lys Asp Ser Ser *** Lys Arg Pro He Lys Ser Ser His *** Leu Val 



TIC GAG AAA TAG CCT CCT AAT GAA GGA ACC ATA AAA CCT TCT TAC GAT GTC TTG 
873 882 891 4 900 909 918 

AAG CTC TTT ATC GGA GGA TTA CTT CCT TGG TAT TIT GGA AGA ATG CTA CAG AAC 



Lys Leu Phe He Gly Gly Leu Leu Pro Trp Tyr Phe Gly Arg Met Leu Gin Asn 
Ser Ser Leu Ser Glu Asp Tyr Phe Leu Gly He Leu Glu Glu Cys Tyr Arg Thr 
Ala Leu Tyr Arg Arg He Thr Ser Leu Val Phe Trp Lys Asn Ala Thr Glu Gin 

Gly Arg Leu Phe Pro Ala Leu Glu Asp Gly Lys Gly Gly Trp Ala Arg Phe Lys 
Asp Val Ser Ser Pro Pro Trp Asn Thr Val Arg Glu Gly Gly His Gly Ser A3n 
He Trp Pro Pro Leu Pro Gly Thr Arg *** Gly Lys Gly Gly Met Gly Gin He 



TTA GGT GCC TCC TTC CCC CGG TCA AGC AGT GGG AAA GGG GGG GTA COG GAC TTA 
927 936 945 954 963 972 

AAT CCA CGG AGG AAG GGG GCC AGT TCG TCA CCC TTT CCC CCC CAT GCC CTG AAT 



Asn Pro Arg Arg Lys Gly Ala Ser Ser Ser Pro Phe Pro Pro His Ala Leu Asn 
He His Gly Gly Arg Gly Pro Val Arg His Pro Phe Pro Pro Met Pro *** He 
Ser Thr Glu Glu Gly Gly Gin Phe Val Thr Leu Ser Pro Pro Cys Pro Glu Phe 

Trp lie Phe Tyr He Val Ser Asp Lys Lys Asp Ser Arg Leu Pro Lys **• 
Gly Tyr Ser lie Phe ** # Gin Thr Lys Lys lie Val Glu Tyr His Asn Lys Asn 
Glu Met His Phe Leu Asn Ser Leu Arg Lys *** *** Lys Thr lie Thr Lys lie 



AAG GTA TAC TTT ATT TAA TGA CTC AGA AAA AAT AGT GAA GCA TTA CCA AAA ATA 
981 990 999 1008 1017 1026 

TIC CAT ATG AAA TAA ATT ACT GAG TCT TTT TTA TCA CTT CGT AAT GGT TTT TAT 



Phe His Met Lys *** lie Thr Glu Ser Phe Leu Ser Leu Arg Asn Gly Phe Tyr 
Ser He *** Asn Lys Leu Leu Ser Leu Phe Tyr His Phe Val Met Val Phe He 
Pro Tyr Glu He Asn Tyr *** Val Phe Phe lie Thr Ser *♦* Trp Phe Leu Leu 

Glu Asn Leu Thr Leu His Pro Thr Lys Leu lie Leu Asn Glu Ser Asn Tyr Met 
Asn Met Leu Pro *** Thr Pro Pro Arg ♦** Phe *** He Arg Gin He Thr Cys 
He *** »*** Pro Asn Leu Pro Pro Asp Lys Phe Asn Phe Glu Arg Phe Gin Val 



ATA AGT AAT TCC CAA TTC ACC CCC CAG AAA TTT TAA TTT AAG AGA CTT AAC ATG 
1035 1044 1053 1062 1071 1080 

TAT TCA TTA AGG GTT AAG TGG GGG GTC TTT AAA ATT AAA TTC TCT GAA TTG TAC 



Tyr Ser Leu Arg Val Lys Trp Gly Val Phe Lys He Lys Phe Ser Glu Leu Tyr 
He His *** Gly Leu Ser Gly Gly Ser Leu Lys Leu Asn Ser Leu Asn Cys Thr 
Phe He Lys Gly *** Val Gly Gly Leu *** Asn *** He Leu *** He Val His 
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Cys Pro *** Val Ser He Thr Asn Arg Thr Thr Tyr Val Thr Lys Ser Arg Leu 
Val His Asn Cys Pro Tyr Gin He Gly Pro Arg He Tyr Gin Lys Arg Val Cys 
Tyr Met Thr Val Arg He Asn Tyr Glu Gin Asp Tyr He Ser Asn Glu Phe Ala 



TAT GTA CCA ATC TCC CTA TAA CAT AAG GAC CAG CAT ATA TGA CAA AAG CTT GCG 
1089 1098 1107 1116 1125 1134 

ATA CAT GGT TAC ACG GAT ATT GTA TTC CTG GTC GTA TAT ACT GTT TTC GAA CGC 



He His Gly Tyr Thr Asp He Val Phe Leu Val Val Tyr Thr Val Phe Glu Arg 
Tyr Met Val Thr Arg He Leu Tyr Ser Trp Ser Tyr He Leu Phe Ser Asn Ala 
Thr Trp Leu His Gly Tyr Cys He Pro Gly Arg He Tyr Cys Phe Arg Thr Gin 

Ala Ser Ala *** Thr Thr *** Met Glu Leu Leu Lys Tyr Asp *** Gly Cys Ser 
His Arg Pro Arg Arg Pro Arg Cys Lys Trp Cys Asn Thr Thr Glu Ala Val Ala 
Thr Gly Leu Gly Val His Asp Val Asn Gly Ala Thr Gin Leu Arg Leu Trp Leu 



TCA CGG CTC CGG ATG CAC CAG ATC TAA AGG TOG TCA AAC ATC AGA GTC GGT GTC 
1143 1152 1161 1170 1179 1188 

ACT GCC GAG GCC TAC GTC GTC TAC ATT TCC AGC ACT TTC TAG TCT CAG CCA CAG 



Ser Ala Glu Ala Tyr Val Val Tyr He Ser Ser Ser Leu Ser Gin Pro Gin 
Val Pro Arg Pro Thr Trp Ser Thr Phe Pro Ala Val Cys Ser Leu Ser His Ser 
Cys Arg Gly Leu Arg Gly Leu His Phe Gin Gin Phe Val Val Ser Ala Thr Ala 

Thr Glu Lys Thr Thr Gin Asn Ser Thr He Leu Leu Ser He *** Ser Leu Asn 
Pro Lys Lys Gin Gin Lys Thr Pro Leu Leu *** Tyr His Phe Arg Pro Cys Thr 
Gin Asn Arg Lys Asn Asn Pro Gin Phe Tyr Asp He Thr Phe Asp Leu Val Pro 



GAC CAA AGA AAA CAA CAA ACC AAC CTT CAT TAG TTA TCA CTT TAG ATC CTC TCC 
1197 1206 1215 1224 1233 1242 

CTC GTT TCT TTT GTT GTT TOG TTC GAA GTA ATC AAT ACT GAA ATC TAG GAC AGG 



Leu Val Ser Phe Val Val Trp Leu Glu Val He Asn Ser Glu He ## * Asp Arg 
Trp Phe Leu Leu Leu Phe Gly Trp Lys *** Ser He Val Lys Ser Arg Thr Gly 
Gly Phe Phe Cys Cys Leu Val Gly Ser Asn Gin *** ••• Asn Leu Gly Gin Val 

Pro Pro Leu Thr Gly Pro Thr Thr Pro Ser Pro Ser Pro *** Pro He Ala Pro 
Gin Pro Tyr Leu Val Pro Leu Pro Leu Leu Leu Ala Pro Asn His Tyr Pro Pro 
Lys Pro Thr Phe Tyr Arg Ser His Tyr Ser Phe Pro Gin Thr He Thr His Arg 



AAA GCC CCA TTT CAT GGC CCT CAC CAT CCT CTT CCC GAC CCA ATA CCA TAC CGC 
1251 1260 1269 1278 1287 1296 

TTT GGG GGT AAA GTA CCG GGA GTC GTA GGA GAA GGG CTC GGT TAT GGT ATC GCG 



Phe Gly Gly Lys Val Pro Gly Val Val Gly Glu Gly Leu Gly Tyr Gly Met Ala 
Leu Gly Val Lys Tyr Arg Glu Trp *** Glu Lys Gly Trp Val Met Val Trp Arg 
Trp Gly *** Ser Thr Gly Ser Gly Arg Arg Arg Ala Gly Leu Trp Tyr Gly Gly 

Pro Thr Thr *** Met Pro Thr Met Pro Ser Pro Gin Pro Arg Gin *** Leu Thr 
Leu Leu Leu Lys Cys Leu Pro *** Leu His Pro Ser His Gly Lys Asn Cys Leu 
Ser Ser Tyr Asn Val Tyr Pro Asp Tyr Thr Leu Ala Thr Ala Lys Thr Val Phe 



CCT CCT CAT CAA ATC TAT CCC CAG TAT CCA CTC CCG ACA CCG GAA ACA ATC TTT 
1305 1314 1323 1332 1341 1350 

GGA GGA GTA GTT TAC ATA GGG GTC ATA GGT GAG GGC TCT GGC CTT TCT TAC AAA 



Gly Gly Val Val Tyr He Gly Val He Gly Glu Gly Cys Gly Leu Cys Tyr Lys 
Glu Glu *** Phe Thr *** Gly Ser *** Val Arg Ala Val Ala Phe Val Thr Lys 
Arg Ser Ser Leu His Arg Gly His Arg *** Gly Leu Trp Pro Leu Leu Gin Ser 
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He Met *** Phe Leu Leu Val Pro Ala Trp Glu Gly Thr Val Arg Pro Ser Arg 
*** *** Arg Phe Tyr Cys Cys Gin Leu Gly Ser Gly Gin *** Gly Pro His Asp 
Asn Asp Asp Leu He Val Ala Ser Ser Gly Val Gly Arg Asp Gly Gin Thr He 



CAA TAG TAG ATT TTA TTG TCG TGA CCT CGG GTG AGG GGA CAG TCG GAC CCA CTA 
1359 1368 1377 1386 1395 1404 

GTT ATC ATC TAA AAT AAC AGC ACT GGA GCC CAC TCC CCT GTC ACC CTG GGT GAT 



Val Xle He *** Asn Asn Ser Thr Gly Ala His Ser Pro Val Thr Leu Gly Asp 
Leu Ser Ser Lys He Thr Ala Leu Glu Pro Thr Pro Leu Ser Pro Trp Val He 
Tyr His Leu Lys *** Gin His Trp Ser Pro Leu Pro Cys His Pro Gly *** Ser 

Pro Ala Pro Gly Ser Asn Leu Arg Leu Arg Glu *** Glu Thr Thr Asn Leu Pro 
Pro Leu Leu Ala Leu He *** Gly *** Gly Lys Lys Asn Gin Leu He *** Leu 
Pro Ser Cys Pro Trp Phe Glu Val Lys Val Lys Arg lie Arg Tyr Tyr Glu Phe 



GCC CCT CGT CCC GGT CTT AAG TTG GAA TTG GAA AGA ATA AGA CAT CAT AAG TTT 
1413 1422 1431 1440 1449 1458 

CGG GGA GCA GGG CCA GAA TTC AAC CTT AAC CTT TCT TAT TCT GTA GTA TTC AAA 



Arg Gly Ala Gly Pro Glu Phe Asn Leu Asn Leu Ser Tyr Ser Val Val Phe Lys 
Gly Glu Gin Gly Gin Asn Ser Thr Leu Thr Phe Leu He Leu *** Tyr Ser Lys 
Gly Ser Arg Ala Arg He Gin Pro *•* Pro Phe Leu Phe Cys Ser He Gin Arg 

Cys Leu Ala Pro Thr Gin Gly Gly Glu Gin Pro Phe Phe Thr Met Leu He Ser 
Ala Cys Leu Pro Pro Lys Val Gly Arg Arg Pro Ser Ser Leu *** •** Tyr Gin 
Pro Val Ser Arg Pro Asn Ser Gly Gly Gly Pro Pro Leu Phe Asp Asn lie Asn 

CCC GTG TCT CGC CCC CAA ACT GGG GGG AGG ACC CCC TIC TTT CAG TAA TTA TAA 
1467 1476 1485 1494 1503 1512 

GGG CAC AGA GCG GGG GTT TGA CCC CCC TCC TGG GGG AAG AAA GTC ATT AAT ATT 



Gly His Arg Ala Gly Val *** Pro Pro Ser Trp Gly Lys Lys Val He Asn lie 
Gly Thr Glu Arg Gly Phe Asp Pro Pro Pro Gly Gly Arg Lys Ser Leu lie Leu 
Ala Gin Ser Gly Gly Leu Thr Pro Leu Leu Gly Glu Glu Ser His * # * Tyr *** 

Asp *** *** Thr Trp Arg Gly Pro Pro Arg Glu Ser Gin Pro Glu Ser Ser Leu 
He Glu Asp His Gly Gly Gly Leu Leu Ala Asn Gin Ser His Asn Ala Gin Cys 
Phe Arg Met Met Asp Val Ala Trp Ser Pro Thr Arg Val Thr Thr Arg Lys Val 



CTT AGA GTA GTA CAG GTG GCG GGT CCT CCC GCA AGA CTG ACA CCA AGC GAA CTG 
1521 1530 1539 1548 1557 1566 

GAA TCT CAT CAT GTC CAC CGC CCA GGA GGG CGT TCT GAC TGT GGT TCG CTT GAC 



Glu Ser His His Val His Arg Pro Gly Gly Arg Ser Asp Cys Gly Ser Leu Asp 
Asn Leu He Met Ser Thr Ala Gin Glu Gly Val Leu Thr Val Val Arg Leu Thr 
lie Ser Ser Cys Pro Pro Pro Arg Arg Ala Phe *** Leu Trp Phe Ala *** Gin 

lie Asp Ser Pro Ala Pro Ser Ala Pro Thr Ser Ser Ala Met Lys Gly Glu Gly 
Tyr He Arg Leu His Pro Leu Pro Pro His Gin Leu His Trp Lys Glu Lys Glu 
Thr Tyr Gly Phe Thr Arg Ser Leu Arg Thr Asn Phe lie Gly Asn Lys Arg Arg 



TCA TAT AGG CTT CCA CGC CCT CTC CGC CCA CAA CTT CTA CGG TAA AAA GGA AGA 
1575 1584 1593 1602 1611 1620 

AGT ATA TCC GAA GGT GCG GGA GAG GCG GGT GTT GAA GAT GCC ATT TTT CCT TCT 



Ser He Ser Glu Gly Ala Gly Glu Ala Gly Val Glu Asp Ala lie Phe Pro Ser 
Val Tyr Pro Lys Val Arg Glu Arg Arg Val Leu Lys Met Pro Phe Phe Leu Leu 
Tyr He Arg Arg Cys Gly Arg Gly Gly Cys *** Arg Cys His Phe Ser Phe Ser 
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Ala Thr Val Thr Ala Pro Thr Ser Ser Gly Pro Ala Ala Ala Ser Ser Arg Ala 
Leu Pro Leu Pro Pro Pro Pro Pro Arg Ala Leu Pro Pro Pro Pro Pro Asp Pro 
Trp Arg Tyr Arg His Arg Pro His Val Leu Trp Pro Arg Arg Arg Leu lie Gin 



GGT CGC CAT TGC CAC CGC CCC CAC CTG CTC GGT CCC CGC CGC CGC CTC CTA GAC 
1629 1638 1647 1656 1665 1674 

CCA GCG GTA ACG GTG GOG GGG GTG GAC GAG CCA GGG GCG GCG GCG GAG GAT CTG 



Pro Ala Val Thr Val Ala Gly Val Asp Glu Pro Gly Ala Ala Ala Glu Asp Leu 
Gin Arg *** Arg Trp Arg Gly Trp Thr Ser Gin Gly Arg Arg Arg Arg lie Trp 
Ser Gly Asn Gly Gly Gly Gly Gly Arg Ala Arg Gly Gly Gly Gly Gly Ser Gly 

Leu lie Ala Ala Pro Ala Thr Asp Glu Glu Glu Thr Val Gly Gly Gin He Arg 
Trp Ser Pro Gin Pro Pro Pro Thr Lys Lys Lys Pro Leu Ala Glu Lys Ser Val 
Gly Leu His Ser Arg Pro Arg His Arg Arg Arg Arg Tyr Arg Arg Arg Pro Tyr 



CGG TIC TAC CGA CGC CCC CGC CAC AGA AGA AGA AGC CAT TGC GGA GGA ACC TAT 
1683 1692 1701 1710 1719 1728 

GCC AAG ATG GCT GCG GGG GCG GTG TCT TCT TCT TOG GTA ACG CCT CCT TOG ATA 



Ala Lys Met Ala Ala Gly Ala Val Ser Ser Ser Ser Val Thr Pro Pro Trp He 
Pro Arg Trp Leu Arg Gly Arg Cys Leu Leu Leu Arg *** Arg Leu Leu Gly Tyr 
Gin Asp Gly Cys Gly Gly Gly Val Phe Phe Phe Gly Asn Ala Ser Leu Asp Thr 

*** He Gin Phe Arg Phe Phe His Ala Thr Leu He 
Asp Tyr Arg Phe Val Phe Ser Thr Arg Gin Leu Tyr • 
Thr Met 'Asp Ser Phe Ser Leu Leu Ala Ser Tyr Thr Asn 



GCA GTA TAG ACT TTT GCT TTC TIC ACG CGA CAT TCA TAA 5' 

1737 1746 1755 1764 

CGT CAT ATC TGA AAA CGA AAG AAG TGC GCT GTA ACT ATT 3 1 



Arg His He *** Lys Arg Lys Lys Cys Ala Val Ser He 
Val lie Ser Glu Asn Glu Arg Ser Ala Leu *** Val 
Ser Tyr Leu Lys Thr Lys Glu Val Arg Cys Lys Tyr 
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LI STAGE DE SEQUENCE 

<110> CENTRE NATIONAL D 1 ETUDES VETERINAIRES ET ALIMENTAIRES - CNEVA 

<120> SEQUENCE GENOMIQUE ET POLYPEPTIDES DE CIRCOVIRUS 

ASSOCIE A LA MALADIE DE L' AMAIGRISSEMENT DU PORCELET 
(MAP), APPLICATIONS AU DIAGNOSTIC ET A LA PREVENTION 
ET/OU AU TRAIT EM ENT DE L 1 INFECTION 

<130> D17221 

<140> 
<141> 

<1S0> FR 97 15396 
<151> 1997-12-05 

<160> 20 

<170> Patentln Vers. 2.0 

<210> 1 

<211> 1759 

<212> ADN genomique 

<213> Circovirus MAP type A 

<220> Brin polarite + {5 '-3') 

<400> 1 

accagcgcac ttcggcagcg gcagcacctc ggcagcgtca gtgaaaatgc caagcaagaa 60 
aagcggcccg caaccccata agaggtgggt gttcaccctt aataatcctt ccgaggagga 120 
gaaaaacaaa atacgggagc ttccaatctc cctttttgat tattttgttt gtggcgagga 180 
aggtttggaa gagggtagaa ctcctcacct ccaggggttt gcgaattttg ctaagaagca 240 
gacttttaac aaggtgaagt ggtattttgg tgcccgctgc cacatcgaga aagcgaaagg 300 
aaccgaccag cagaataaag aatactgcag taaagaaggc cacatactta tcgagtgtgg 360 
agctccgcgg aaccagggga agcgcagcga cctgtctact gctgtgagta cccttttgga 420 
gacggggtct ttggtgactg tagccgagca gtttcctgta acgtatgtga gaaatttccg 480 
cgggctggct gaacttttga aagtgagcgg gaagatgcag aagcgtgatt ggaagacagc 540 
tgtacacgtc atagtgggcc cgcccggttg tgggaagagc cagtgggccc gtaattttgc 600 
tgagcctagg gacacctact ggaagcctag tagaaataag tggtgggatg gatatcatgg 660 
agaagaagtt gttgttttgg atgattttta tggctggtta ccttgggatg atctactgag 720 
actgtgtgac cggtatccat tgactgtaga gactaaaggg ggtactgttc cttttttggc 780 
ccg.cagtatt ttgattacca gcaatcaggc cccccaggaa tggtactcct caactgctgt 840 
cccagctgta gaagctctct atcggaggat tactactttg caattttgga agactgctgg 900 
agaacaatcc acggaggtac ccgaaggccg atttgaagca gtggacccac cctgtgccct 960 
tttcccatat aaaataaatt actgagtctt ttttgttatc acatcgtaat ggtttttatt 1020 
tttattcatt tagagggtct ttcaggataa attctctgaa ttgtacataa atagtcaacc 1080 
ttaccacata attttgggct gtggttgcat tttggagcgc atagcccagg cctgtgtgct 1140 
cgacattggt gtgggtattt aaatggagcc acagctggtt tcttttatta tttggctgga 1200 
accaatcaat tgtttggtct agctctggtt tgggggtgaa gtacctggag tggtaggtaa 1260 
agggctgcct tatggtgtgg cgggaggagt agttaatata ggggtcatag gccaagttgg 1320 
tggagggggt tacaaagttg gcatccaaga taacaacagt ggacccaaca cctctttgat 1380 
tagaggtgat ggggtctctg gggtaaaatt catatttagc ctttctaata cggtagtatt 1440 
ggaaaggtag gggtaggggg ttggtgccgc ctgagggggg gaggaactgg ccgatgttga 1500 
atctcagctc gttaacattc caagatggct gcgagtgtcc tcctcttatg gtgagtacaa 1560 
attctctaga aaggcgggaa ttgaagatac ccgtctttcg gcgccatctg taacggtttc 1620 
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tgaaggcggg gtgtaccaaa tatggtcttc 
ggcgggtccg tcttctgcgg taacgcctcc 
agtgcgctgc tgtagtatt 

<210> 2 

<211> 1759 

<212> ADN g6nomique 

<213> Circovirus MAP type A 

<220> Brin polarity - (5 t -3 t ) 

<400> 2 

aatactacag cagcgcactt ctttcacttt 
cgcagaagac ggacccgccc ccgcagccat 
ttggtacacc ccgccttcag aaaccgttac 
tcccgccttt ctagagaatt tgtactcacc 
aatgttaacg agctgagatt caacatcggc 
cccctacccc tacctttcca atactaccgt 
agagacccca tcacctctaa tcaaagaggt 
aactttgtaa ccccctccac caacttggcc 
cacaccataa ggcagccctt tacctaccac 
gaccaaacaa ttgattggtt ccagccaaat 
aatacccaca ccaatgtcga gcacacaggc 
gcccaaaatt atgtggtaag gttgactatt 
gaccctctaa atgaataaaa ataaaaacca 
atttatttta tatgggaaaa gggcacaggg 
tacctccgtg gattgttctc cagcagtctt 
gagagcttct acagctggga cagcagttga 
ggtaatcaaa atactgcggg ccaaaaaagg 
tggataccgg tcacacagtc tcagtagatc 
caaaacaaca acttcttctc catgatatcc 
gtaggtgtcc ctaggctcag caaaattacg 
gcccactatg acgtgtacag ctgtcttcca 
caaaagttca gccagcccgc ggaaatttct 
agtcaccaaa gaccccgtct ccaaaagggt 
cccctggttc cgcggagctc cacactcgat 
tttattctgc tggtcggttc ctttcgcttt 
cttcaccttg ttaaaagtct gcttcttagc 
tctaccctct tccaaacctt cctcgccaca 
ctcccgtatt ttgtttttct cctcctcgga 
atggggttgc gggccgcttt tcttgcttgg 
gctgccgaag tgcgctggt 

<210> 3 
<211> 939 
<212> ADN 

<213> Circovirus MAP type A 
<220> ORF1 
<400> 3 

atgccaagca agaaaagcgg cccgcaaccc 
ccttccgagg aggagaaaaa caaaatacgg 
gtttgtggcg aggaaggttt ggaagagggt 
tttgctaaga agcagacttt taacaaggtg 
gagaaagcga aaggaaccga ccagcagaat 



2 

tccggaggat gtttccaaga tggctgcggg 1680 
ttggccacgt catcctataa aagtgaaaga 1740 

1759 



tataggatga cgtggccaag gaggcgtcac 60 
cttggaaacg tcctccggag aagaccatat 120 
agatggcgcc gaaagacggg tatcttcaat 180 
ataagaggag gacactcgca gccatcttgg 240 
cagttcctcc ccccctcagg cggcaccaac 300 
actagaaagg ctaaatatga attttacccc 360 
gttgggtcca ctgttgttat cttggatgcc 420 
tatgacccct atattaacta ctcctcccgc 480 
tccaggtact tcacccccaa accagagcta 540 
aataaaagaa accagctgtg gctccattta 600 
ctgggctatg cgctccaaaa tgcaaccaca 660 
tatgtacaat tcagagaatt tatcctgaaa 720 
ttacgatgtg ataacaaaaa agactcagta 780 
tgggtccact gcttcaaatc ggccttcggg 840 
ccaaaattgc aaagtagtaa tcctccgata 900 
ggagtaccat tcctgggggg cctgattgct 960 
aacagtaccc cctttagtct ctacagtcaa 1020 
atcccaaggt aaccagccat aaaaatcatc 1080 
atcccaccac ttatttctac taggcttcca 1140 
ggcccactgg ctcttcccac aaccgggcgg 1200 
atcacgctgc tgcatcttcc cgctcacttt 1260 
cacatacgtt acaggaaact gctcggctac 1320 
actcacagca gtagacaggt cgctgcgctt 1380 
aagtatgtgg ccttctttac tgcagtattc 1440 
ctcgatgtgg cagcgggcac caaaatacca 1500 
aaaattcgca aacccctgga ggtgaggagt 1560 
aacaaaataa tcaaaaaggg agattggaag 1620 
aggattatta agggtgaaca cccacctctt 1680 
cattttcact gacgctgccg aggtgctgcc 1740 

1759 



cataagaggt gggtgttcac ccttaataat 60 

gagcttccaa tctccctttt tgattatttt 120 

agaactcctc acctccaggg gtttgcgaat 180 

aagtggtatt ttggtgcccg ctgccacatc 240 

aaagaatact gcagtaaaga aggccacata 300 



WO 99/29871 # 



PCT/FR98/02634 



cttatcgagt 
agtacccttt 
gtgagaaatt 
gattggaaga 
gcccgtaatt 
gatggatatc 
gatgatctac 
gttccttttt 
tcctcaactg 
tggaagactg 
ccaccctgtg 



gtggagctcc 
tggagacggg 
tccgcgggct 
cagctgtaca 
ttgctgagcc 
atggagaaga 
tgagactgtg 
tggcccgcag 
ctgtcccagc 
ctggagaaca 
cccttttccc 



gcggaaccag 
gtctttggtg 
ggctgaactt 
cgtcatagtg 
tagggacacc 
agttgttgtt 
tgaccggtat 
tattttgatt 
tgtagaagct 
atccacggag 
atataaaata 



gggaagcgca 
actgtagccg 
ttgaaagtga 
ggcccgcccg 
tactggaagc 
ttggatgatt 
ccattgactg 
accagcaatc 
ctctatcgga 
gtacccgaag 
aattactga 



gcgacctgtc 
agcagtttcc 
gcgggaagat 
gttgtgggaa 
ctagtagaaa 
tttatggctg 
tagagactaa 
aggcccccca 
ggattactac 
gccgatttga 



tactgctgtg 360 
tgtaacgtat 420 
gcagcagcgt 480 
gagccagtgg 540 
taagtggtgg 600 
gttaccttgg 660 
agggggtact 720 
ggaatggtac 780 
tctgcaattt 840 
agcagtggac 900 
939 



<210> 4 
<211> 702 
<212> ADN 

<213> Circovirus MAP type A 
<220> ORF2 



<400> 4 

atgacgtggc 

aacatcctcc 

cgccgaaaga 

ggaggacact 

ctccccccct 

aaggctaaat 

tccactgttg 

ccctatatta 

tacttcaccc 

agaaaccagc 

tatgcgctcc 

caattcagag 



caaggaggcg 
ggagaagacc 
cgggtatctt 
cgcagccatc 
caggcggcac 
atgaatttta 
ttatcttgga 
actactcctc 
ccaaaccaga 
tgtggctcca 
aaaatgcaac 
aatttatcct 



ttaccgcaga 
atatttggta 
caattcccgc 
ttggaatgtt 
caacccccta 
ccccagagac 
tgccaacttt 
ccgccacacc 
gctagaccaa 
tt taaatacc 
cacagcccaa 
gaaagaccct 



agacggaccc 
caccccgcct 
ctttctagag 
aacgagctga 
cccctacctt 
cccatcacct 
gtaaccccct 
ataaggcagc 
acaattgatt 
cacaccaatg 
aattatgtgg 
ctaaatgaat 



gcccccgcag 
tcagaaaccg 
aatttgtact 
gattcaacat 
tccaatacta 
ctaatcaaag 
ccaccaactt 
cctttaccta 
ggttccagcc 
tcgagcacac 
taaggttgac 
aa 



ccatcttgga 60 
ttacagatgg 120 
caccataaga 180 
cggccagttc 240 
ccgtattaga 300 
aggtgttggg 360 
ggcctatgac 420 
ccactccagg 480 
aaataataaa 540 
aggcctgggc 600 
tatttatgta 660 
702 



<210> 5 
<211> 621 
<212> ADN 

<213> Circovirus MAP type A 
<220> ORF3 



<400> 5 

atgatatcca 

aaaattacgg 

tgtcttccaa 

gaaatttctc 

caaaagggta 

acactcgata 

tttcgctttc 

cttcttagca 

ctcgccacaa 

ctcctcggaa 

cttgcttggc 



tcccaccact 
gcccactggc 
tcacgctgct 
acatacgtta 
ctcacagcag 
agtatgtggc 
tcgatgtggc 
aaattcgcaa 
acaaaataat 
ggattattaa 
attttcactg 



tatttctact 
tcttcccaca 
gcatcttccc 
caggaaactg 
tagacaggtc 
cttctttact 
agcgggcacc 
acccctggag 
caaaaaggga 
gggtgaacac 



aggcttccag 
accgggcggg 
gctcactttc 
ctcggctaca 
gctgcgcttc 
gcagtattct 
aaaataccac 
gtgaggagtt 
gattggaagc 
ccacctctta 



taggtgtccc 
cccactatga 
aaaagttcag 
gtcaccaaag 
ccctggttcc 
ttattctgct 
ttcaccttgt 
ctaccctctt 
tcccgtattt 
tggggttgcg 



taggctcagc 
cgtgtacagc 
ccagcccgcg 
accccgtctc 
gcggagctcc 
ggtcggttcc 
taaaagtctg 
ccaaaccttc 
tgtttttctc 
ggccgctttt 



60 

120 

180 

240 

300 

360 

420 

480 

540 

600 

621 



<210> 6 
<211> 312 
<212> PRT 
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<213> Circovirus MAP type A 
<400> 6 



Met 


Pro 


Ser 


Lys Lys 


Ser 


Gly 


Pro 


Gin 


Pro 


His Lys Arg Trp Val Phe 


1 






5 










10 


15 


Thr 


Leu 


A3n 


Asn Pro 


Ser 


Glu 


Glu 


Glu 


Ly3 


A3n Lys He Arg Glu Leu 








20 








25 




30 


Pro 


lie 


Ser 


Leu Phe 


Asp 


Tyr 


Phe 


Val 


Cys 


Gly Glu Glu Gly Leu Glu 






35 








40 






45 


Glu 


Gly 


Arg 


Thr Pro 


His 


Leu 


Gin Gly Phe 


Ala Asn Phe Ala Lys Lys 




50 








55 








60 


Gin 


Thr 


Phe 


Asn Lys 


Val 


Lys 


Trp 


Tyr 


Phe 


Gly Ala Arg Cys His He 


65 








70 










75 80 


Glu 


Lys 


Ala Lys Gly 


Thr 


Asp 


Gin 


Gin 


Asn 


Lys Glu Tyr Cys Ser Lys 








85 










90 


95 


Glu 


Gly 


His 


He Leu 


lie 


Glu 


Cys 


Gly Ala 


Pro Arg A3n Gin Gly Lys 








100 








105 




110 


Arg 


Ser 


Asp 


Leu Ser 


Thr 


Ala 


Val 


Ser 


Thr 


Leu Leu Glu Thr Gly Ser 






115 








120 






125 


Leu 


Val 


Thr 


Val Ala 


Glu 


Gin 


Phe 


Pro 


Val 


Thr Tyr Val Arg Asn Phe 




130 








135 








140 


Arg 


Gly 


Leu 


Ala Glu 


Leu 


Leu 


Lys 


Val 


Ser 


Gly Lys Met Gin Gin Arg 


145 








150 










155 160 


Asp 


Trp 


Lys 


Thr Ala 


Val 


His Val 


He 


Val 


Gly Pro Pro Gly Cys Gly 








165 










170 


175 


Lys 


Ser 


Gin Trp Ala 


Arg 


Asn 


Phe 


Ala 


Glu 


Pro Arg Asp Thr Tyr Trp 








180 








185 




190 


Lys 


Pro 


Ser Arg Asn 


Lys 


Trp Trp Asp Gly 


Tyr His Gly Glu Glu Val 






195 








200 






205 


Val 


Val 


Leu Asp Asp 


Phe 


Tyr Gly Trp Leu 


Pro Trp Asp Asp Leu Leu 




210 








215 








220 


Arg 


Leu 


Cys 


Asp Arg 


Tyr 


Pro 


Leu 


Thr 


Val 


Glu Thr Lys Gly Gly The 


225 








230 










235 240 


Val 


Pro 


Phe 


Leu Ala 


Arg 


Ser 


He 


Leu 


He 


Thr Ser Asn Gin Ala Pro 








245 










250 


255 


Gin 


Glu 


Trp 


Tyr Ser 


Ser 


Thr 


Ala 


Val 


Pro 


Ala Val Glu Ala Leu Tyr 








260 








265 




270 


Arg 


Arg 


He 


Thr Thr 


Leu 


Gin 


Phe 


Trp 


Lys 


Thr Ala Gly Glu Gin Ser 






275 








280 






285 


Thr 


Glu 


Val 


Pro Glu 


Gly 


Arg 


Phe 


Glu 


Ala 


Val Asp Pro Pro Cys Ala 




290 








295 








300 


Leu 


Phe 


Pro 


Tyr Lys 


He 


Asn 


Tyr 








305 








310 













<210> 7 
<211> 233 
<212> PRT 

<213> Circovirus MAP type A 
<400> 7 

Met Thr Trp Pro Arg Arg Arg Tyr Arg Arg Arg Arg Thr Arg Pro Arg 

1 5 10 15 

Ser His Leu Gly Asn He Leu Arg Arg Arg Pro Tyr Leu Val His Pro 

20 25 30 

Ala Phe Arg Asn Arg Tyr Arg Trp Arg Arg Lys Thr Gly He Phe Asn 
35 40 45 
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Ser Arg Leu Ser Arg Glu Phe Val Leu Thr He Arg Gly Giy His Ser 

50 55 60 

Gin Pro Ser Trp Asn Val Asn Glu Leu Arg Phe Asn lie Gly Gin Phe 
65 70 75 " 80 

Leu Pro Pro Ser Gly Gly Thr Asn Pro Leu Pro Leu Pro Phe Gin Tyr 

85 90 95 

Tyr Arg He Arg Lys Ala Lys Tyr Glu Phe Tyr Pro Arg Asp Pro He 

100 105 HO 

Thr Ser Asn Gin Arg Gly Val Gly Ser Thr Val Val He Leu Asp Ala 

115 120 125 

Asn Phe Val Thr Pro Ser Thr Asn Leu Ala Tyr Asp Pro Tyr He Asn 

130 135 140 

Tyr Ser Ser Arg His Thr He Arg Gin Pro Phe Thr Tyr His Ser Arg 
145 150 155 160 

Tyr Phe Thr Pro Lys Pro Glu Leu Asp Gin Thr He Asp Trp Phe Gin 

165 170 175 

Pro Asn Asn Lys Arg Asn Gin Leu Trp Leu His Leu Asn Thr His Thr 

180 185 190 

Asn Val Glu His Thr Gly Leu Gly Tyr Ala Leu Gin Asn Ala Thr Thr 

195 200 205 

Ala Gin Asn Tyr Val Val Arg Leu Thr He Tyr Val Gin Phe Arg Glu 

210 215 220 

Phe lie Leu Lys Asp Pro Leu Asn Glu 
225 230 



<210> 8 
<211> 206 
<212> PRT 

<213> Circovirus MAP type A 
<400> 8 



Met 


He 


Ser 


He 


Pro 


Pro 


Leu lie 


Ser 


Thr 


Arg 


Leu Pro Val Gly Val 


1 








5 








10 




15 


Pro 


Arg 


Leu 


Ser 


Lys 


lie 


Thr Gly 


Pro 


Leu 


Ala 


Leu Pro Thr Thr Gly 








20 








25 






30 


Arg 


Ala 


His 


Tyr 


Asp 


Val 


Tyr Ser 


Cy3 


Leu 


Pro 


lie Thr Leu Leu His 






35 








40 








45 


Leu 


Pro 


Ala 


His 


Phe 


Gin 


Lys Phe 


Ser 


Gin 


Pro 


Ala Glu lie Ser His 




50 










55 








60 


He 


Arg 


Tyr 


Arg 


Lys 


Leu 


Leu Gly 


Tyr 


Ser 


His 


Gin Arg Pro Arg Leu 


65 










70 








75 


80 


Gin 


Lys 


Gly 


Thr 


His 


Ser 


Ser Arg 


Gin 


Val 


Ala 


Ala Leu Pro Leu Val 










85 








90 




95 


Pro 


Arg 


Ser 


Ser 


Thr 


Leu 


Asp Lys 


Tyr 


Val 


Ala 


Phe Phe Thr Ala Val 








100 








105 






110 


Phe 


Phe 


He 


Leu 


Leu 


Val 


Gly Ser 


Phe 


Arg 


Phe 


Leu Asp Val Ala Ala 






115 








120 








125 


Gly 


Thr 


Lys 


lie 


Pro 


Leu 


His Leu 


Val 


Lys 


Ser 


Leu Leu Leu Ser Lys 




130 










135 








140 


He 


Arg 


Lys 


Pro 


Leu 


Glu 


Val Arg 


Ser 


Ser 


Thr 


Leu Phe Gin Thr Phe 


145 










150 








155 


160 


Leu 


Ala 


Thr 


Asn 


Lys 


lie 


lie Lys 


Lys 


Gly Asp Trp Lys Leu Pro Tyr 










165 








170 




175 


Phe 


Val 


Phe 


Leu 


Leu 


Leu 


Gly Arg 


lie 


lie 


Lys Gly Glu His Pro Pro 



180 185 190 
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Leu Met Gly Leu Arg Ala Ala Phe Leu Ala Trp His Phe His 
195 200 205 



<210> 9 

<21i> 1767 

<212> ADN g6nomique 

<213> Circovirua MAP type D 

<220> Brin polarite + {5 , -3 f ) 

<400> 9 

accagcgcac ttcggcagcg gcagcacctc ggcagcacct cagcagcaac atgcccagca 60 
agaagaatgg aagaagcgga ccccaacccc ataaaaggtg ggtgttcact ctgaataatc 120 
cttccgaaga cgagcgcaag aaaatacggg atcttccaat atccctattt gattatttta 180 
ttgttggcga ggagggtaat gaggaaggac gaacacctca cctccagggg ttcgctaatt 240 
ttgtgaagaa gcagactttt aataaagtga agtggtattt gggtgcccgc tgccacatcg 300 
agaaagcgaa aggaacagat cagcagaata aagaatactg cagtaaagaa ggcaacttac 360 
tgatggagtg tggagctcct agatctcagg gacaacggag tgacctgtct actgctgtga 420 
gtaccttgtt ggagagcggg agtctggtga ccgttgcaga gcagcaccct gtaacgtttg 480 
tcagaaattt ccgcgggctg gctgaacttt tgaaagtgag cgggaaaatg cagaagcgtg 540 
attggaagac taatgtacac gtcattgtgg ggccacctgg gtgtggtaaa agcaaatggg 600 
ctgctaattt tgcagacccg gaaaccacat actggaaacc acctagaaac aagtggtggg 660 
atggttacca tggtgaagaa gtggttgtta ttgatgactt ttatggctgg ctgccctggg 720 
atgatctact gagactgtgt gatcgatatc cattgactgt agagactaaa ggtggaactg 780 
tacctttttt ggcccgcagt attctgatta ccagcaatca gaccccgttg gaatggtact 840 
cctcaactgc tgtcccagct gtagaagctc tttatcggag gattacttcc ttggtatttt 900 
ggaagaatgc tacagaacaa tccacggagg aagggggcca gttcgtcacc ctttcccccc 960 
catgccctga atttccatat gaaataaatt actgagtctt ttttatcact tcgtaatggt 1020 
ttttattatt cattaagggt taagtggggg gtctttaaaa ttaaattctc tgaattgtac 1080 
atacatggtt acacggatat tgtattcctg gtcgtatata ctgttttcga acgcagtgcc 1140 
gaggcctacg tggtctacat ttccagcagt ttgtagtctc agccacagct ggtttctttt 1200 
gttgtttggt tggaagtaat caatagtgaa atctaggaca ggtttggggg taaagtaccg 1260 
ggagtggtag gagaagggct gggttatggt atggcgggag gagtagttta cataggggtc 1320 
ataggtgagg gctgtggcct ttgttacaaa gttatcatct aaaataacag cactggagcc 1380 
cactcccctg tcaccctggg tgatcgggga gcagggccag aattcaacct taacctttct 1440 
tattctgtag tattcaaagg gcacagagcg ggggtttgac ccccctcctg ggggaagaaa 1500 
gtcattaata ttgaatctca tcatgtccac cgcccaggag ggcgttctga ctgtggttcg 1560 
cttgacagta tatccgaagg tgcgggagag gcgggtgttg aagatgccat ttttccttct 1620 
ccagcggtaa cggtggcggg ggtggacgag ccaggggcgg cggcggagga tctggccaag 1680 
atggctgcgg gggcggtgtc ttcttcttcg gtaacgcctc cttggatacg tcatatctga 1740 
aaacgaaaga agtgcgctgt aagtatt 1767 

<210> 10 

<211> 1767 

<212> ADN genomique 

<213> Circovirus MAP type B 

<220> Brin polarite - (5'-3') 

<400> 10 

aatacttaca gcgcacttct ttcgttttca gatatgacgt atccaaggag gcgttaccga 60 

agaagaagac accgcccccg cagccatctt ggccagatcc tccgccgccg cccctggctc 120 

gtccaccccc gccaccgtta ccgctggaga aggaaaaatg gcatcttcaa cacccgcctc 180 

tcccgcacct tcggatatac tgtcaagcga accacagtca gaacgccctc ctgggcggtg 240 

gacatgatga gattcaatat taatgacttt cttcccccag gaggggggtc aaacccccgc 300 
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tctgtgccct ttgaatacta cagaataaga aaggttaagg ttgaattctg gccctgctcc 360 
ccgatcaccc agggtgacag gggagtgggc tccagtgctg ttattttaga tgataacttt 420 
gtaacaaagg ccacagccct cacctatgac ccctatgtaa actactcctc ccgccatacc 480 
ataacccagc ccttctccta ccactcccgg tactttaccc ccaaacctgt cctagatttc 540 
actattgatt acttccaacc aaacaacaaa agaaaccagc tgtggctgag actacaaact 600 
gctggaaatg tagaccacgt aggcctcggc actgcgttcg naaacagtat atacgaccag 660 
gaatacaata tccgtgtaac catgtatgta caattcagag aatttaattt taaagacccc 720 
ccacttaacc cttaatgaat aataaaaacc attacgaagt gataaaaaag actcagtaat 780 
ttatttcata tggaaattca gggcatgggg gggaaagggt gacgaaccgg cccccttcct 840 
ccgtggattg ttctgtagca ttcttccaaa ataccaagga agtaatcctc cgataaagag 900 
cttctacagc tgggacagca gttgaggagt accattccaa cggggtctga ttgctggtaa 960 
tcagaatact gcgggccaaa aaaggtacag ttccaccttt agtctctaca gtcaatggat 1020 
atcgatcaca cagtctcagt agatcatccc agggcagcca gccataaaag tcatcaataa 1080 
caaccacttc ttcaccatgg taaccatccc accacttgtt tctaggtggt ttccagtatg 1140 
tggtttccgg gtctgcaaaa ttagcagccc atttgctttt accacaccca ggtggcccca 1200 
caatgacgtg tacattagtc ttccaatcac gcttctgcat tttcccgctc actttcaaaa 1260 
gttcagccag cccgcggaaa tttctgacaa acgttacagg gtgctgctct gcaacggtca 1320 
ccagactccc gctctccaac aaggtactca cagcagtaga caggtcactc cgctgtccct 1380 
gagatctagg agctccacac tccatcagta agttgccttc tttactgcag tattctttat 1440 
tctgctgatc tgttcctttc gctttctcga tgtggcagcg ggcacccaaa taccacttca 1500 
ctttattaaa agtctgcttc ttcacaaaat tagcgaaccc ctggaggtga ggtgttcgtc 1560 
cttcctcatt accctcctcg ccaacaataa aataatcaaa tagggatatt ggaagatccc 1620 
gtattttctt gcgctcgtct tcggaaggat tattcagagt gaacacccac cttttatggg 1680 
gttggggtcc gcttcttcca ttcttcttgc tgggcatgtt gctgctgagg tgctgccgag 1740 
gtgctgccgc tgccgaagtg cgctggt 1767 

<210> 11 
<211> 945 
<212> ADN 

<213> Circovirus MAP type B 



<220> ORF1 
<400> 11 

atgcccagca agaagaatgg aagaagcgga 
ctgaataatc cttccgaaga cgagcgcaag 
gattatttta ttgttggcga ggagggtaat 
ttcgctaatt ttgtgaagaa gcagactttt 
tgccacatcg agaaagcgaa aggaacagat 
ggcaacttac tgatggagtg tggagctcct 
actgctgtga gtaccttgtt ggagagcggg 
gtaacgtttg tcagaaattt ccgcgggctg 
cagaagcgtg attggaagac taatgtacac 
agcaaatggg ctgctaattt tgcagacccg 
aagtggtggg atggttacca tggtgaagaa 
ctgccctggg atgatctact gagactgtgt 
ggtggaactg tacctttttt ggcccgcagt 
gaatggtact cctcaactgc tgtcccagct 
ttggtatttt ggaagaatgc tacagaacaa 
ctttcccccc catgccctga atttccatat 

<210> 12 
<211> 702 
<212> ADN 

<213> Circovirus MAP type B 
<220> ORF2 



ccccaacccc ataaaaggtg ggtgttcact 60 
aaaatacggg atcttccaat atccctattt 120 
gaggaaggac gaacacctca cctccagggg 180 
aataaagtga agtggtattt gggtgcccgc 240 
cagcagaata aagaatactg cagtaaagaa 300 
agatctcagg gacaacggag tgacctgtct 360 
agtctggtga ccgttgcaga gcagcaccct 420 
gctgaacttt tgaaagtgag cgggaaaatg 480 
gtcattgtgg ggccacctgg gtgtggtaaa 540 
gaaaccacat actggaaacc acctagaaac 600 
gtggttgtta ttgatgactt ttatggctgg 660 
gatcgatatc cattgactgt agagactaaa 720 
attctgatta ccagcaatca gaccccgttg 780 
gtagaagctc tttatcggag gattacttcc 840 
tccacggagg aagggggcca gttcgtcacc 900 
gaaataaatt actga 945 



WO 99/29871 



PCI7FR98/02634 



<400> 12 

atgacgtatc 

cagatcctcc 

aaaaatggca 

acagtcagaa 

cccccaggag 

gttaaggttg 

agtgctgtta 

tatgtaaact 

tttaccccca 

aaccagctgt 

gcgttcgaaa 

ttcagagaat 



caaggaggcg 
gccgccgccc 
tcttcaacac 
cgccctcctg 
gggggtcaaa 
aattctggcc 
ttttagatga 
actcctcccg 
aacctgtcct 
ggctgagact 
acagtatata 
ttaattttaa 



ttaccgaaga 
ctggctcgtc 
ccgcctctcc 
ggcggtggac 
cccccgctct 
ctgctccccg 
taactttgta 
ccataccata 
agatttcact 
acaaactgct 
cgaccaggaa 
agacccccca 



agaagacacc 
cacccccgcc 
cgcaccttcg 
atgatgngat 
gtgccctttg 
atcacccagg 
acaaaggcoi 
acccagccct 
attgattact 
ggaaatgtag 
tacaatatcc 
cttaaccctt 



gcccccgcag 
accgttaccg 
gatatactgt 
t can Cat tan 
antactacag 
gtgacagggg 
cagccctcac 
tctcctacca 
tccaaccaaa 
accacgcagg 
gtgtaaccat 
aa 



ccatcttggc 
ctggagaagg 
caagcgaacc 
tgactttctt 
aataagaaag 
agtgggctcc 
ctatgacccc 
ctcccggtac 
caacaaaaga 
cctcggcact 
gtatgtacaa 



60 

120 

100 

240 

300 

360 

420 

480 

540 

600 

660 

702 



<210> 13 

<211> 315 

<212> ADN 

<213> Circovirus MAP type B 

<220> ORF3 



<400> 13 

atggtaacca 

aaaattagca 

agtcttccaa 

gaaatttctg 

caacaaggta 

acactccatc 



tcccaccact 
gcccatttgc 
tcacgcttct 
acaaacgtta 
ctcacagcag 
agtaa 



tgtttctagg 
ttttaccaca 
gcattttccc 
cagggtgctg 
tagacaggtc 



tggtttccag 
cccaggtggc 
gctcactttc 
ctctgcaacg 
actccgttgt 



tatgtggttt 
cccacaatga 
aaaagttcag 
gtcaccagac 
ccctgagatc 



ccgggtctgc 60 
cgtgtacatt 120 
ccagcccgcg 180 
tcccgctctc 240 
taggagctcc 300 
315 



<210> 14 
<211> 314 
<212> PRT 

<213> Circovirus MAP type B 
<400> 14 

Met Pro Ser Lys Lys Asn Gly Arg Ser Gly Pro Gin Pro His Lys Arg 

15 10 15 

Trp Val Phe Thr Leu Asn Asn Pro Ser Glu Asp Glu Arg Lys Lys lie 

20 25 30 

Arg Asp Leu Pro He Ser Leu Phe Asp Tyr Phe He Val Gly Glu Glu 

35 40 45 

Gly Asn Glu Glu Gly Arg Thr Pro His Leu Gin Gly Phe Ala Asn Phe 

50 ^ 55 60 

Val Lys Lys Gin Thr Phe Asn Lys Val Lys Trp Tyr Leu Gly Ala Arg 
65 70 75 80 

Cys His He Glu Lys Ala Lys Gly Thr Asp Gin Gin Asn Lys Glu Tyr 

85 90 95 

Cys Ser Lys Glu Gly Asn Leu Leu Met Glu Cys Gly Ala Pro Arg Ser 

100 105 110 

Gin Gly Gin Arg Ser Asp Leu Ser Thr Ala Val Ser Thr Leu Leu Glu 

115 120 125 

Ser Gly Ser Leu Val Thr Val Ala Glu Gin His Pro Val Thr Phe Val 

130 135 140 

Arg Asn Phe Arg Gly Leu Ala Glu Leu Leu Lys Val Ser Gly Lys Met 
145 ^ 150 155 160 

Gin Lys Arg Asp Trp Lys Thr Asn Val His Val He Val Gly Pro Pro 
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165 170 175 

Gly Cys Gly Lys Ser Lys Trp Ala Ala Asn Phe Ala Asp Pro Glu Thr 

180 185 190 

Thr Tyr Trp Lys Pro Pro Arg Asn Lys Trp Trp Asp Gly Tyr His Gly 

195 200 205 

Glu Glu Val Val Val lie Asp Asp Phe Tyr Gly Trp Leu Pro Trp Asp 

210 215 220 

Asp Leu Leu Arg Leu Cys Asp Arg Tyr Pro Leu Thr Val Glu Thr Lys 
225 230 235 240 

Gly Gly Thr Val Pro Phe Leu Ala Arg Ser lie Leu lie Thr Ser Asn 

245 250 255 

Gin Thr Pro Leu Glu Trp Tyr Ser Ser Thr Ala Val Pro Ala Val Glu 

260 265 270 

Ala Leu Tyr Arg Arg lie Thr Ser Leu Val Phe Trp Lys Asn Ala Thr 

275 280 * 285 

Glu Gin Ser Thr Glu Glu Gly Gly Gin Phe Val Thr Leu Ser Pro Pro 

290 295 300 

Cys Pro Glu Phe Pro Tyr Glu lie Asn Tyr. 
305 310 

<210> 15 
<211> 233 
<212> PRT 

<213> Circovirus MAP type B 



<400> 15 

Met Thr Tyr Pro Arg Arg Arg Tyr Arg Arg Arg Arg His Arg Pro Arg 

15 10 15 

Ser His Leu Gly Gin lie Leu Arg Arg Arg Pro Trp Leu Val His Pro 

20 25 30 

Arg His Arg Tyr Arg Trp Arg Arg Lys Asn Gly lie Phe Asn Thr Arg 

35 ^ 40 45 

Leu Ser Arg Thr Phe Gly Tyr Thr Val Lys Arg Thr Thr Val Arg Thr 

50 55 60 

Pro Ser Trp Ala Val Asp Met Met Arg Phe Asn lie Asn Asp Phe Leu 
65 70 75 80 

Pro Pro Gly Gly Gly Ser Asn Pro Arg Ser Val Pro Phe Glu Tyr Tyr 

85 90 95 

Arg lie Arg Lys Val Lys Val Glu Phe Trp Pro Cys Ser Pro lie Thr 

100 105 110 

Gin Gly Asp Arg Gly Val Gly Ser Ser Ala Val He Leu Asp Asp Asn 

115 120 125 

Phe Val Thr Lys Ala Thr Ala Leu Thr Tyr Asp Pro Tyr Val Asn Tyr 

130 135 140 

Ser Ser Arg His Thr He Thr Gin Pro Phe Ser Tyr His Ser Arg Tyr 
145 ' 150 155 160 

Phe Thr Pro Lys Pro Val Leu Asp Phe Thr He Asp Tyr Phe Gin Pro 

165 170 175 

Asn Asn Lys Arg Asn Gin Leu Trp Leu Arg Leu Gin Thr Ala Gly Asn 

180 185 190 

Val Asp His Val Gly Leu Gly Thr Ala Phe Glu Asn Ser He Tyr Asp 

195 200 205 

Gin Glu Tyr Asn He Arg Val Thr Met Tyr Val Gin Phe Arg Glu Phe 
210 215 220 

Asn Phe Lys Asp Pro Pro Leu Asn Pro 
225 230 
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<210> 16 
<211> 104 
<212> PRT 

<213> Circovirus MAP type B 
<400> 1G 



Mot; 


Val 


Thr 


lie 


Pro 


Pro 


Leu 


Val 


Ser 


Arg 


Trp 


Phe 


Pro 


Val 


Cys Gly 


1 








5 










10 










15 


Phe 


Arg 


Val 


Cys 
20 


Lys 


lie 


Ser 


Ser 


Pro 
25 


Phe 


Ala 


Phe 


Thr 


Thr 
30 


Pro Arg 


Trp 


Pro 


His 
35 


Asn 


Asp 


Val 


Tyr 


He 
40 


Ser 


Leu 


Pro 


He 


Thr 
45 


Leu 


Leu His 


Phe 


Pro 


Ala 


^His 


Phe 


Gin 


Lys 


Phe 


Ser 


Gin 


Pro 


Ala 


Glu 


He 


Ser Asp 




50 








55 










60 






Lys 


Arg 


Tyr 


Arg 


Val 


Leu 


Leu 


Cys 


Asn 


Gly 


His 


Gin 


Thr 


Pro 


Ala Leu 


65 










70 










75 








80 


Gin 


Gin 


Gly 


Thr 


His 
85 


Ser 


Ser 


Arg 


Gin 


Val 
90 


Thr 


Pro 


Leu 


Ser 


Leu Arg 
95 


Ser 


Arg 


Ser 


Ser 
100 


Thr 


Leu 


His 


Gin 

















<210>'17 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Circovirus MAP type B 
<400> 17 

Val Asp Met Met Arg Phe Asn He Asn Asp Phe Leu Pro Pro Gly 
1 5 10 15 

<210> 18 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Circovirus MAP type B 
<400> 18 

Gin Gly Asp Arg Gly Val Gly Ser Ser Ala Val He Leu Asp Asp 
1 5 " 10 15 

<210> 19 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Circovirus MAP type B 
<400> 19 

Gly Val Gly Ser Ser Ala Val He Leu Asp Asp Asn Phe Val Thr 
15 10 15 

<210> 20 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Circovirus MAP type B 
<400> 20 

Val Asp His Val Gly Leu Gly Thr Ala Phe Glu Asn Ser He Tyr 
15 10 15 



